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Clave de Abreviaturas 
 
1 
ACTH Hormona adrenocorticotropa 
ADN  Acido desoxirribonucleico 
ADNF Factor neurotrófico dependiente de actividad 
ADNP Proteína neuroprotectora dependiente de actividad 
Akt Proteína quinasa específica de serina/treonina 
AMPc Adenosin monofosfato cíclico 
ARN Ácido ribonucleico 
ATP Adenosin trifosfato 
Bcl-2 Proteína de linfoma de células B 
BDNF Factor neurotrófico derivado de cerebro 
BHE Barrera hematoencefálica 
BSA Albúmina de suero bovino 
C Control 
C.V. Control vieja 
CaMKIV Calcio calmodulina quinasa IV 
CBP Proteína de unión a CREB 
CNP Fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos 
CRE Elemento de respuesta a AMPc 
CREB Proteína de unión a CRE 
DAB Diaminobenzidina 
DGH Deficiencia de GH 
DIV Días in vitro 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DPX Di-N-butil phthalato en xyleno 
E Día de preñez 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
EE Error estándar 
EEA Encefalitis experimental autoinmune 
Elk-1 Factor de transcripción de la familia E twenty-six (ETS) 
ERK Quinasa regulada por señales extracelulares 
FGFβ Factor básico de crecimiento de fibroblastos β 
Fos Factor de transcripción codificado por el proto-oncogén c-Fos 
GAS Sitio activado por interferón gamma 
GC Galactocerebrósido 
GFAP Proteína ácida fibrilar glial 
GH  Hormona de crecimiento 
GHBP Proteínas transportadoras de GH 
GHRH Hormona liberadora de GH 
Clave de Abreviaturas 
 
2 
GHRP-6   Hexapéptido liberador de GH 
GHS Secretagogos de GH 
Grb2 Proteína de unión a receptor de factor de crecimiento-2 
H3 Tritio 
HEPES Ácido N-2-hidroxietilpiperazino-N´-2-etanolsulfanílico 
i.c.v. Intracerebroventricular 
i.p. Intraperitoneal 
IFN-γ Interferon gamma 
IGFBP Proteínas de unión de IGFs 
IGF-I  Factor de crecimiento similar a la insulina I 
IgG Inmunoglobulina G 
IL10 Interleuquina 10 
IL-12 Interleuquina 12 
IL-1α Interleuquina 1 α 
IL-1β Interleuquina 1 β 
IL-4 Interleuquina 4 
IL-6 Interleuquina 6 
iNOS Sintetasa del óxido nítrico inducible 
IP Inositol fosfato 
IRS Sustrato del receptor de insulina 
JAK Proteína quinasa de la familia Janus 
Jun Factor de transcripción codificado por el gen c-Jun 
kDa Kilodalton 
LCR Líquido cefalorraquídeo 
LPS Lipopolisacáridos 
LTP Potenciación a largo plazo 
LY LY294002 
m Meses 
MAG Glicoproteína asociada a mielina 
MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos 
MBP Proteína básica de mielina 
MEK  Quinasa de MAPK/ERK 
MMSE Minimental state examination 
MOPS Ácido 3-(N-morpholino)propanoulfónico 
Myc Factor de transcripción codificado por el gen c-Myc 
n.s. No significativo 
NFI Factor nuclear I 
NGF Factor de crecimiento nervioso 
NMDA N-metil-D-aspartato 
NO Óxido nítrico 
O4 Antígeno O4 




p Probabilidad de error 
P10 Día postnatal 10 
P12 Día postnatal 12 
P75NTR Receptor P75 de las neurotrofinas 
PAC1-R Receptor del polipéptido activador de la adenil ciclasa 1 
PACAP Polipéptido activador de la adenil ciclasa de pituitaria 
PB Tampón fosfato 
PBS Tampón fosfato salino 
PD PD098059 
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PDK Fosfoinosítidos 
PI3K Fosfatidilinositol-3´ quinasa 
PIP2 Fosfatidilinositol-3,4-bifosfato  
PIP3 Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 
Pit-1 Factor de transcripción específico de hipófisis 
PKA Proteína quinasa A 
PKC Proteína quinasa C 
PLC Fosfolipasa C 
PLP Proteína proteolipídica 
PMSF Fluoruro de fenil metil sulfonilo 
preOD Pre oligodendrocitos 
PRL Prolactina 
PVDF Polivinil difluoruro 
r.p.m. Revoluciones por minuto 
Ras Proteína codificada por el gen ras 
R-GH Receptor de GH 
R-GHS Receptor de secretagogos 
R-IGF-I Receptor de IGF-I 
Rsk Proteína quinasa ribosomal S6 
RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa 
s.c. Subcutáneo 
SDS Dodecil sulfato sódico 
Ser133 Serina 133 
SFB Suero fetal bovino 
SHC SH2-containing domain protein 
SNC Sistema nervioso central 
SNCa Suero normal de cabra 
SNP  Sistema nervioso periférico 
SOS Factor intercambiador de nucleótidos de guanina 
SRE Elemento de respuesta al suero 
Clave de Abreviaturas 
 
4 
SRF Factor de respuesta al suero 
 SS Somatostatina 
STATs Transductores de señales y activadores de la transcripción 
T4 Tiroxina 
TGF-β Factor de crecimiento transformador β 
TNF-α Factor de necrosis tumoral α 
TrkB Receptor tirosina quinasa B de neurotrofinas 
TSH Hormona tirotropa 
u.d.a. Unidades densitométricas arbitrarias 
U.A. Unidades arbitrarias 
VIP Péptido intestinal vasoactivo 

































































































1.- GENERALIDADES DEL SISTEMA GH/IGF-I 
 
 
 La hormona de crecimiento (GH) es una hormona proteica de naturaleza polimórfica 
(Lewis, 1992) que es sintetizada, almacenada y secretada por las células somatotropas de la 
adenohipófisis (Pasteels et al., 1972). La forma mayoritaria de la GH es una proteína de       
191 aminoácidos, lineal y no glicosilada con dos puentes disulfuro y un peso molecular de      
22 kDa (Niall et al., 1973; Nicoll et al., 1986). Ésta constituye el 90% de todas las variantes y 
sus efectos son el prototipo de las acciones atribuidas a GH. Existe otra variante de GH de     
20 kDa, que presenta una deleción de 15 aminoácidos entre las posiciones 32 a 46 de la 
variante de 22 kDa, y representa aproximadamente el 10% del total (Baumann et al., 1985). El 
resto corresponde a otras formas moleculares oligoméricas (Gorden et al., 1973) con actividad 
biológica variable (Baumann, 1991). 
 
 La secreción de GH está regulada por un sistema complejo de interacciones. En este 
control destacan dos neuropéptidos hipotalámicos con acciones contrapuestas: la hormona 
liberadora de GH (GHRH) y la somatostatina (SS) (Müller et al., 1987). GHRH estimula la 
expresión del gen y la secreción de GH, mientras que la SS inhibe su secreción (Brazeau et al., 
1973; Guillemin et al., 1982; Gelato y Merriam, 1986; Mayo et al., 1995, 1996). La ghrelina, el 
ligando endógeno del receptor de los secretagogos de GH (R-GHS), es el neurorregulador 
descrito más recientemente (Kojima et al., 1999). La ghrelina segregada por el estómago actúa 
sobre la hipófisis para estimular la secreción de GH. Además, la ghrelina sintetizada en el 
hipotálamo regula la secreción de GH aumentando la liberación de GHRH, amplificando su 
acción a nivel de las células somatotropas, reduciendo la liberación de SS y antagonizando la 
señalización de sus receptores (Smith, 2005). Por último, la propia GH, que interviene en la 
regulación de GHRH y SS (Berelowitz, Firestone, et al., 1981) y el IGF-I, principal mediador de 
las acciones de GH, actúan tanto a nivel hipotalámico como hipófisario (Berelowitz, Szabo, et 
al., 1981; Yamashita y Melmed, 1986; Hartman et al., 1993) regulando la secreción de la GH 
mediante mecanismos de retrocontrol negativo. 
 
 La secreción de GH es pulsátil en humanos y en todas las especies de mamíferos 
estudiadas hasta la fecha (Tannenbaum y Martín, 1976). En muchas especies, la edad y el 
sexo, determinan en gran medida la síntesis y secreción de GH y su pulsatilidad (Jansson et 
al., 1985; Isaksson et al., 1988; Gatford et al., 1998). El patrón de secreción de GH exhibe un 
dimorfismo sexual, donde los machos presentan niveles bajos de GH basal con pulsos de 
secreción amplios de frecuencia regular (cada 3-4 horas) y las hembras niveles basales más 
elevados con pulsos de secreción irregulares y de baja amplitud (Edén, 1979; Jansson et al., 
1985). En las especies de mamíferos estudiadas las concentraciones de GH, son elevadas 
durante el periodo perinatal y disminuyen progresivamente durante la infancia (Rieutort, 1974, 
1981; Strosser y Mialhe, 1975; Gluckman et al., 1979; de Zegher et al., 1993). Un segundo 
aumento en las concentraciones de GH ocurre durante la pubertad tanto en hembras como en 
machos (Strosser y Mialhe, 1975; Ojeda y Jameson, 1977; Edén, 1979; Zadik et al., 1985). A 
partir de este momento la secreción de GH comienza a declinar alcanzando niveles bajos en la 
senescencia (Corpas et al., 1993).  
 
 Además de en las células somatotropas de la hipófisis anterior, se han observado 




1998), monocitos (Weigent et al., 1988), linfocitos, timocitos (de Mello-Cohelho et al., 1998), 
neutrófilos (Kooijman et al., 1997), placenta (Boguszewski et al., 1998) y tejido mamario normal 




Figura 1. Autorregulación del sistema GH/IGF-I. Representación esquemática de las interacciones entre los 
distintos componentes del sistema en sus tres niveles: nivel hipotalámico, nivel hipofisario y nivel periférico. Las 
flechas verdes indican un efecto estimulador y las rojas un efecto inhibidor. 
 
 Los mecanismos por los que GH ejerce sus efectos biológicos son el resultado de la 
unión de la GH a su receptor (R-GH) y dependen de la presencia en la sangre de proteínas 
transportadoras de GH (GHBP) que compiten con su receptor en su afinidad por la GH, 
modulando sus acciones biológicas. Se han descrito dos tipos distintos de GHBP, una de alta 
afinidad, la GHBP1 (Baumann et al., 1986) y otra de baja afinidad, la GHBP2 (Baumann y 
Shaw, 1990a) cuya estructura es idéntica a la porción extracelular del receptor de la GH 
(Barnard et al., 1989; Zhou et al., 1997). La mitad de la GH de 22 kDa, y una cuarta parte de la 
variante de 20 kDa circulan en forma de complejos GH-GHBP (Baumann et al., 1989; Baumann 




























 Además de las acciones directas, muchos de los efectos de GH son ejercidos 
indirectamente a través de la estimulación de la síntesis y secreción del factor de crecimiento 
similar a la insulina, IGF-I (Isaksson et al., 1988; Daughaday, 1989; Xu y Sonntag, 1996). El 
IGF-I es un pequeño péptido (7,5 kDa) estructuralmente relacionado con la pro-insulina. El  
IGF-I es el péptido dependiente de GH mejor caracterizado, siendo la GH la responsable 
principal de los niveles de IGF-I plasmáticos (Clemmons, 2006). Aunque la mayoría del IGF-I 
plasmático proviene de la síntesis y liberación hepática (Clemmons y Van Wyk, 1984; 
Schwander et al., 1983) la GH también estimula la síntesis y secreción de IGF-I en otros 
órganos, incluido el SNC, (D’Ercole et al., 1984, 1986; Hynes et al., 1987; Garcia-Segura et al., 
1991), donde el IGF-I puede actuar por mecanismos paracrinos o autocrinos (Murphy y 
Friesen, 1988; Holly y Wass, 1989; Liu et al., 2000). Aproximadamente el 1% del IGF-I 
plasmático circula de forma libre, el resto se une a proteínas de unión específicas (IGFBP) que 
aumentan su vida media (Janssen y Lamberts, 1999). Existen 6 IGFBP específicas de tejido 
que constituyen un elaborado sistema de transporte y regulación del IGF-I (Daughaday y 
Rotwein, 1989). El IGF-I libre se une al receptor de IGF-I (R-IGF-I) para ejercer sus acciones 
biológicas (Bondy et al., 1990).  
 
 
2.- GH Y CEREBRO 
 
Además de sus acciones clásicas sobre el crecimiento y el metabolismo, la GH ejerce 
importantes funciones en el cerebro. 
La amplia distribución de GH y de su receptor en el SNC fetal (García-Aragón et al., 
1992; Lobie et al., 1993) sugiere que la GH pueda ejercer un papel relevante a este nivel. 
Numerosos estudios han evidenciado que la GH juega un papel clave en el desarrollo y 
maduración del cerebro actuando como un factor de proliferación, diferenciación y 
supervivencia celular (Turnley et al., 2002; Ajo et al., 2003; Sanders y Harvey, 2004). 
Estudios en ratones con defectos congénitos de GH han puesto de manifiesto la 
importancia de GH en el desarrollo cerebral. Los ratones deficientes de GH Snell dwarf, con 
una mutación del gen Pit1, y el ratón Little, con una alteración en el gen del receptor de GHRH, 
presentan microcefalia con hipomielinización, crecimiento neuronal retardado con una pobre 
sinaptogénesis y actividad locomotora reducida (Morisawa et al., 1989; Noguchi, 1996). El 
tratamiento con GH de estos ratones normaliza parcialmente el peso cerebral y el contenido de 
ADN y ARN, el tamaño neuronal, y el tamaño y la arborización dendrítica, aumentando su 
densidad (Sugisaki et al., 1985; Noguchi et al., 1988). Por el contrario, los ratones transgénicos 
que sobreexpresan GH presentan un mayor crecimiento, un elevado peso de la médula espinal 
y del cerebro y un aumento de las motoneuronas espinales, además de numerosas 
alteraciones endocrinas (Chen et al., 1997; Bartke et al., 1999). En humanos con síndrome de 
Laron, causado por una mutación del R-GH, se observa un desarrollo motor retardado, 
microcefalia y retraso en el desarrollo intelectual (Rosenfeld et al., 1994; Laron, 1999). 
En el cerebro adulto, la GH está implicada en la regulación de las funciones cognitivas, 




neurogénesis, el flujo sanguíneo, el sueño y bienestar general (Nyberg, 2000; Scheepens et al., 
2000; Aberg et al., 2009). 
En los últimos años las acciones de GH en el cerebro han recibido una gran atención, 
especialmente en el contexto de la deficiencia de GH (DGH) en humanos. Los niños con DGH 
sufren alteraciones del sueño y son psicológicamente inmaduros (Hayashi et al., 1992). Los 
pacientes adultos con DGH adquirida presentan fatiga, falta de concentración, baja energía, 
alteraciones de la memoria, irritabilidad y una falta de bienestar generalizada (Björk et al., 1989; 
McGauley, 1989; McGauley et al., 1990; Bengtsson et al., 1993; Rosenfeld y Bengtsson, 1994). 
La administración de GH a estos individuos aumenta los niveles de GH en el LCR (Rosenfeld y 
Bengtsson, 1994) y mejora la función cognitiva, el estado de ánimo, la memoria y en términos 
generales el bienestar psicológico (McGauley, 1989; Bengtsson et al., 1993; Deijen et al., 1998; 
Arwert et al., 2006). Se han observado resultados semejantes en ratas, donde la carencia de 
GH también afecta a los procesos de aprendizaje y memoria (Schneider-Rivas et al., 1995; Le 
Grevès et al., 2002, 2006). 
Aunque todas estas evidencias apoyan un papel de la GH en el cerebro, el modo y los 
mecanismos mediante los cuales la GH alcanza y actúa en el cerebro no están completamente 
clarificados. La GH puede actuar en el cerebro de manera directa o indirecta a través de 
mediadores de origen tanto periférico como local. La acción directa de la GH en el SNC está 
avalada por el hecho de que su receptor se expresa ampliamente en el cerebro (Burton et al., 
1992) y por la capacidad de la GH de atravesar la BHE (Pan et al., 2005). Además, la GH se 
expresa en el cerebro (Gossard et al., 1987) donde puede actuar mediante mecanismos 
autocrinos/paracrinos (Lobie et al., 2000). 
Está ampliamente aceptado que muchas de las acciones de GH son indirectas y están 
mediadas por las acciones autocrinas/paracrinas del IGF-I (D’Ercole et al., 1984; Isaksson et 
al., 1987; Ajo et al., 2003). Tanto el IGF-I como el R-IGF-I se expresan en la mayoría de las 
áreas cerebrales (Werther et al., 1990; Sonntag et al., 1999). La GH puede actuar 
indirectamente en el cerebro aumentando los niveles de IGF-I circulante, que, tras atravesar la 
BHE alcanza el SNC (Reinhardt y Bondy, 1994), o estimulando la síntesis de IGF-I a este nivel 
(Hynes et al., 1987; López-Fernández et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frago et al., 2002). 
Aunque el IGF-I es el principal mediador de las acciones de GH, otros mediadores 
pueden estar implicados en las acciones de GH en el cerebro. El tratamiento con GH aumenta 
los niveles de diversos neuropéptidos, aminoácidos y metabolitos de monoaminas en el LCR 
de pacientes con DGH (Burman et al., 1995; Johansson, Larson, et al., 1995; Nyberg y 
Burman, 1996). En ratas viejas la administración subcutánea de GH induce en la corteza 
cerebral la expresión de SS, neuropéptido implicado en el proceso de memoria (López-
Fernández et al., 1996). Las interrelaciones demostradas entre IGF-I, VIP y BDNF sugieren que 
estos factores neurotróficos puedan mediar las acciones de GH en el SNC. En este sentido 
estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado la existencia de una estrecha relación 
entre el IGF-I y VIP (Lara et al., 1994; Fernández et al., 2003). De igual manera, se ha descrito 




2.1.- Receptor de GH en el cerebro 
El R-GH es una proteína transmembrana perteneciente a la familia de los receptores de 
citoquinas (Postel-Vinay y Finidori, 1995). El R-GH consiste en una cadena polipeptídica de 
620 aminoácidos con un único dominio transmembrana (Kelly et al., 1991) que conecta un 
dominio extracelular, responsable de la interacción con la hormona, con un dominio intracelular, 
asociado con el sistema efector (Leung et al., 1987). 
Múltiples estudios utilizando diversas técnicas han puesto de manifiesto la presencia del 
R-GH en el cerebro de una gran variedad de especies (Fraser et al., 1990; Burton et al., 1992; 
Lobie et al., 1993; Hull y Harvey, 1998) incluido el hombre (Lai et al., 1991; Castro et al., 2000). 
En la rata, se ha detectado la expresión del ARNm y de la proteína del R-GH en todos 
los tipos de células del cerebro embrionario (neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglia) 
observándose una mayor expresión en el lóbulo frontal, hipocampo, tálamo, hipotálamo, 
cerebelo, tallo cerebral y bulbo olfatorio (Lobie et al., 1993). La expresión del R-GH aumenta 
significativamente a partir de la mitad de la preñez, alcanzando su máximo nivel en los 
primeros días de vida postnatal y disminuyendo posteriormente. En el cerebro de la rata joven, 
la expresión del R-GH se localiza fundamentalmente en las áreas cerebrales implicadas 
activamente en la neurogénesis, incluido el giro dentado del hipocampo, el bulbo olfatorio y la 
zona sub-ventricular (Lobie et al., 1993; Turnley et al., 2002). En el cerebro de la rata adulta, 
aunque la expresión del R-GH es relativamente baja (Garcia-Aragón et al., 1992; Lobie et al., 
1993), su distribución espacial es similar a la del cerebro joven, localizándose principalmente 
en los núcleos periventriculares, neuronas corticales, plexo coroideo y en el giro dentado del 
hipocampo (Fujikawa et al., 2000). En términos generales, la distribución regional del R-GH 
coincide con áreas cerebrales de alta expresión del IGF-I y del R-IGF-I (Bondy et al., 1992; 
Donhaue et al., 2006). El patrón ontogénico de expresión del IGF-I y del R-IGF-I en el cerebro 
ocurre en paralelo al del R-GH (Garofalo y Rosen, 1989; Bondy et al., 1990). Este patrón 
ontogénico de expresión del R-GH es específico del SNC y diferente al observado en el hígado, 
corazón y riñón, donde la expresión es muy baja al nacimiento y se incrementa durante las       
5 semanas de vida postnatal (Mathews et al., 1989). La insulina, los estrógenos y en ciertas 
circunstancias, la propia GH, regulan la expresión del R-GH en el cerebro (Kelly et al., 1991; 
Hull y Harvey, 1998; Le Grevès et al., 2002; Donahue et al., 2006). 
 La amplia expresión del R-GH en el cerebro sugiere su implicación en la regulación de 
múltiples funciones cerebrales. Así, el R-GH presente en las neuronas hipotalámicas 
productoras de GHRH y de SS participa en la autorregulación de la secreción de GH 
(Andersson et al., 1983; Lobie et al., 1993; Mayo et al., 1995), mientras que el R-GH del epitelio 
del plexo coroideo podría mediar el transporte de GH a través de la BHE (Lai et al., 1991; 
Coculescu, 1999). Las funciones que el R-GH puede ejercer en otras áreas cerebrales como el 
hipocampo, la amígdala y el putamen aún son poco conocidas. Dado que el hipocampo es el 
área cerebral asociada con la memoria y el aprendizaje (Burgess et al., 2002) y que la terapia 
sustitutiva con GH mejora estas funciones (Björk et al., 1989; Bengtsson et al., 1993; Rosenfeld 
y Bengtsson, 1994; Burman et al., 1995; Deijen et al., 1998; Gibney et al., 1999), se ha 
sugerido que el R-GH en el hipocampo media los efectosde la GH en las funciones cognitivas y 




del R-GH que presentan deficiencias intelectuales, de aprendizaje y de memoria (Hull y Harvey, 
1998).  
 
2.2.- Mecanismo de acción de GH: vías de señalización intracelular 
La interacción de GH con el R-GH promueve la dimerización del receptor (de Vos et al., 
1992) y la asociación de la proteína tirosina quinasa citoplasmática JAK2 (Argetsinger et al., 
1993; Argetsinger y Carter-Su, 1996; Carter-Su et al., 1996). La unión de JAK2 al receptor 
activa su actividad tirosina quinasa, autofosforilándose y fosforilando residuos de tirosina del 
dominio intracelular del R-GH (Argetsinger et al., 1993; Campbell et al., 1993). La formación del 
complejo GH-RGH-JAK2 y su fosforilación conduce, mediante fosforilaciones posteriores de 
diversos sustratos, a la activación de múltiples cascadas de señalización que culmina con la 
respuesta fisiológica a GH. Entre las vías de señalización implicadas en las acciones de GH se 
encuentran, entre otras, los factores latentes de transcripción citoplasmáticos STATs, la vía de 
las MAP quinasas (MAPK) y la vía de la PI3 quinasa (PI3K).  
Las STATs constituyen una vía de señalización relativamente directa entre el R-GH y el 
núcleo. Tras su fosforilación por JAK2 (Carter-Su y Smit, 1998), las STATs se dimerizan y 
translocan al núcleo donde activan la transcripción génica uniéndose a secuencias específicas 
del ADN denominadas GAS situadas en la región promotora de los genes diana (Ihle, 1996; 
Leonard y O´Shea, 1998). Aunque la GH activa las STATs 1, 3, 5a y 5b (Gronowski y Rotwein, 
1994; Campbell et al., 1995; Gouilleux et al., 1995; Gronowski et al., 1995; Wang y Wood, 
1995), STAT5b es el principal mediador biológico de la señalización de GH en sus acciones 
sobre el crecimiento y en la expresión del IGF-I (Udy et al., 1997; Teglund et al., 1998). 
Una segunda vía de señalización importante en la regulación de la transcripción génica 
por GH es la vía Ras-MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos). La GH activa esta 
vía de señalización mediante la fosforilación de la proteína SHC (Smit, 1999), y consiguiente 
asociación de Grb2 (proteína 2 de unión al receptor de factores de crecimiento) (Rozakis-
Adcock et al., 1992) y del factor SOS (factor intercambiador de nucleótidos de guanina). El 
complejo SHC-Grb2-SOS activa a la proteína asociada a la membrana Ras, que activa a la 
serina/treonina quinasa Raf (Crews y Erikson, 1993), que a su vez fosforila y activa a las 
serina/treonina quinasas MEK (MAPK/ERK quinasa) (Kyriakis et al., 1992; Crews y Erikson, 
1993), que finalmente, fosforilan y activan a las proteínas MAPK ERK1 y ERK2 (Möller et al., 
1992; Vanderkuur et al., 1997).  
Entre los sustratos de las ERKs regulados por GH se incluye la familia de proteínas 
quinasas ribosomales S6 o Rsk (Rsk 1, 2 y 3) (Seger y Krebs, 1995), que una vez fosforiladas 
se translocan al núcleo donde participan en la activación de factores de transcripción, como 
CREB (proteína de unión a CRE) (Xing et al., 1996, 1998), el coactivador CBP (proteína de 
unión a CREB) (Nakajima et al., 1996), o el SRF (factor de respuesta al suero) (Rivera et al., 
1993). Además, ERK1 y ERK2 fosforilados pueden translocarse al núcleo (Chen et al., 1992) 
fosforilando y regulando directamente la actividad de diversos factores de transcripción 
nucleares, como Fos (Chen et al., 1993, 1996), Jun (Hibi et al., 1993), Myc (Chang y Karin, 
2001) o Elk-1 (Gille et al., 1995), que en presencia del SRF induce la transcripción a través del 




La GH también puede actuar a través de la vía de señalización de la PI3 quinasa 
mediante la fosforilación de los sustratos del receptor de insulina 1, 2 y 3 (IRS-1, -2 y -3) 
(Souza et al., 1994; Argetsinger et al., 1996; Carter-Su et al., 1996; Yamauchi et al., 1998). La 
fosforilación de las proteínas IRS por JAK2 proporciona sitios de unión para el dominio SH2 de 
la subunidad reguladora de 85 kDa de la enzima fosfatidilinositol (PI) 3´-quinasa (Smit, 1999), 
activando a su vez al dominio catalítico de la PI3K (Myers et al., 1992; Kooijman et al., 1995). 
La activación de la PI3K conlleva, a su vez, un aumento de los mensajeros secundarios 
fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) y fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (Shepherd et al., 
1998). El PIP3 se une a la proteína quinasa Akt, que se transloca a la membrana plasmática 
donde es fosforilada por proteínas quinasas dependientes de fosofoinosítidos (PDK) (Alessi et 
al., 1997; Stokoe et al., 1997). La fosforilación de Akt incrementa su actividad quinasa lo que 
conduce a la fosforilación de diversos sustratos implicados en distintos procesos celulares.  
La relevancia fisiológica de la activación por GH de las vías de señalización de la MAPK 
y de la PI3K es menos clara que la de STAT5b. El hecho de que la activación de la vía de la 
MAPK haya sido implicada en la supervivencia celular (Borasio et al., 1989) y en el crecimiento, 
proliferación y diferenciación celular (Coolican et al., 1997) sugiere que las acciones 
neurotróficas de GH podrían estar mediadas por esta vía. En cuanto a la vía PI3K, se ha 
sugerido que esta vía de señalización media fundamentalmente los efectos de GH sobre el 
metabolismo (Yamauchi et al., 1998; Herrington y Carter-Su, 2001), sin embargo, existen 
evidencias que indican que esta vía también podría estar implicada en las acciones 
proliferativas (Liang et al, 2000) y antiapoptóticas de GH (Costoya et al., 1999; Jeay et al., 
2001; Mertani et al., 2001). 
 
2.3.- Expresión de GH en el cerebro 
En los últimos años se ha evidenciado la presencia de GH (proteína y ARNm) en 
diversas áreas del sistema nervioso tanto en roedores como en humanos (Hojvat, Baker et al., 
1982a; Gossard et al., 1987). En ratas, la GH se expresa fundamentalmente en la corteza 
cerebral, el hipocampo, el núcleo caudado, el tálamo y el hipotálamo (Yoshizato et al., 1998; 
Sun et al., 2005; Donahue et al., 2006; Devesa et al., 2011). 
El patrón ontogénico de expresión de GH cerebral es específico de este tejido y 
diferente al de la hipófisis. La expresión de GH cerebral alcanza su máximo prenatalmente y 
disminuye durante las 2 primeras semanas postnatales, mientras que la GH hipofisaria 
aumenta postnatalmente alcanzando concentraciones máximas en la rata adulta (Hojvat, 
Emanuele, et al., 1982; Lobie et al., 1993). 
Las diferencias en el patrón ontogénico sugieren, a su vez, diferencias en la síntesis y 
liberación de GH entre el cerebro y la hipófisis. De hecho, mientras que la liberación de GH por 
la hipófisis no es autónoma, la GH se libera de forma continua por células cerebrales en cultivo 
(Pacold et al., 1978; Hojvat, Baker, et al., 1982). Sin embargo, al igual que la GH hipofisaria, la 
liberación de GH por células de la amígdala, hipocampo e hipotálamo es suprimida por SS 
(Pacold et al., 1978; Hojvat, Baker, et al., 1982). La GH cerebral parece estar regulada por la 
GH hipofisaria, como se deduce del hecho de que la hipofisectomía aumenta los niveles de la 
GH en la amígdala, el hipotálamo y el tálamo, aunque los disminuye en el núcleo caudado, el 




2.4.- Papel fisiológico de GH en el sistema nervioso central 
Más allá de sus conocidas acciones en el crecimiento corporal y el metabolismo, la GH 
ejerce importantes acciones en la regulación de la proliferación y supervivencia celular en 
diversos órganos, incluido el SNC (Costoya et al., 1999; Sanders y Harvey, 2004; McLenachan 
et al., 2009; Aberg, 2010).  
Acciones neurotróficas durante el desarrollo embrionario 
La presencia de GH y de su receptor durante el desarrollo del SNC sugiere que esta 
hormona juega un papel relevante en la neurogénesis y en la gliogénesis. La primera evidencia 
de las acciones neurotróficas de GH en el cerebro procede del estudio de Diamond (1968), en 
el que se observó que el tratamiento con GH aumentaba el grosor de las estructuras 
diencefálicas (comisura anterior y posterior) durante el desarrollo postnatal del cerebro. 
Diversos estudios han demostrado las acciones de GH sobre los diferentes tipos de células 
neurales del cerebro embrionario. 
Modelos animales de deficiencia de GH han evidenciado la importancia de la GH en el 
proceso de mielinogénesis. Los ratones microcefálicos Little, además de presentar 
alteraciones en el tamaño neuronal y en la arborización dendrítica, exhiben cerebros 
hipomielinizados (Noguchi et al., 1988). Estudios posteriores en este modelo de ratón, sugieren 
la participación de GH en la proliferación y diferenciación de los oligodendrocitos durante el 
desarrollo cerebral (Morisawa et al., 1989). De manera similar, en ratas, se ha demostrado que 
el tratamiento con antisuero de GH disminuye la proliferación de progenitores 
oligodendrogliales con el consiguiente fallo en la mielinización del cerebro de ratas durante el 
desarrollo (Pelton et al., 1977).  
En cuanto a las acciones de GH en neuronas, estudios in vivo e in vitro han demostrado 
la capacidad de GH de estimular la neurogénesis promoviendo la proliferación, diferenciación 
y maduración de las neuronas durante el desarrollo cerebral (Zamenhof et al., 1966; Noguchi et 
al., 1988; Ajo et al., 2003). En este sentido, Turnley et al. (2002) demostraron en ratas (E14) la 
expresión de GH principalmente en áreas de neurogénesis de la corteza cerebral. La GH 
estimula también el proceso de gliogénesis induciendo la proliferación y diferenciación de 
astrocitos en células cerebrocorticales procedentes de embriones de rata.  
El hecho de que ciertos efectos neurotróficos de GH desaparezcan cuando se bloquea 
IGF-I, sugiere que están mediados por IGF-I (Ajo et al., 2003). La sobreexpresión de GH 
aumenta el peso del cerebro y la expresión de la proteína GFAP, sugiriendo un efecto 





Figura 2: Visión esquemática de las acciones de GH e IGF-I en los distintos tipos celulares del cerebro. 
Amarillo: oligodendrocitos; azul: neuronas; verde: astrocitos; rojo: eritrocitos; naranja: arteriolas. Las flechas indican 
las dianas celulares sobre las que GH e IGF-I actúan.  
 
Acciones neuroprotectoras 
La GH no sólo está implicada en la maduración y crecimiento cerebral, sino que actúa 
como factor neuroprotector frente a diversos daños neuronales (Gustafson et al., 1999; 
Scheepens et al., 2000, 2001). 
En ratas neonatales y jóvenes, la administración subcutánea de altas dosis de GH ha 
demostrado ejercer importantes acciones neuroprotectoras (Gustafson et al., 1999; Scheepens 
et al., 2001) y antiapoptóticas (Shin et al., 2004). 
En modelos de ratas jóvenes con isquemia hipóxica se produce, a las pocas horas de la 
lesión, un aumento de la expresión del R-GH en astrocitos reactivos (Scheepens et al., 1999) y 
en la zona subventricular, rica en progenitores neurales, junto con un incremento de 
marcadores celulares de neurogénesis (Christophidis et al., 2009). Además, se ha observado 
un aumento de la inmunoreactividad a GH en las neuronas lesionadas, en los axones 
mielinizados y en las células gliales presentes en la zona lesionada y en los alrededores de la 
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las células ependimales próximas a los ventrículos (zonas de progenitores neurales) 
alcanzando su máxima expresión a los 3-5 días y desapareciendo a los 7 días.  
Scheepens et al. (2001) observaron en ratas con lesiones cerebrales hipóxicas una 
pronunciada expresión de GH en áreas con una significativa pérdida celular. La administración 
i.c.v. de GH redujo la pérdida de neuronas en la corteza cerebral, hipocampo e hipotálamo. 
Este patrón de neuroprotección coincide con la distribución anatómica del R-GH en el cerebro 
de la rata, apoyando la hipótesis de que estos efectos neuroprotectores están mediados 
directamente por GH y no por IGF-I. Sin embargo, considerando las acciones neuroprotectoras 
del IGF-I no se puede descartar que el aumento de IGF-I observado tras una lesión cerebral 
(Gluckman et al., 1992; Gustafson et al., 1999; Scheepens et al., 2000) esté actuando como 
mediador de los efectos de la GH (Beilharz et al., 1998).  
Aunque muchos de los efectos neuroprotectores del IGF-I están relacionados con 
mecanismos antiapoptóticos (Russell et al., 1998; Takadera et al., 1999; Van Golen y Feldman, 
2000; Guan et al., 2003; Brywe, Mallard, et al., 2005), últimamente se ha postulado que las 
acciones neuroprotectoras tanto de GH como del IGF-I se deben fundamentalmente a su 
capacidad de estimular la génesis celular en el cerebro adulto (Aberg et al., 2006, 2009). En 
este sentido, se ha observado que en el hipocampo el IGF-I aumenta el reclutamiento de 
oligodendrocitos y la aparición de novo de células endoteliales. Este efecto podría explicar el 
aumento de la vascularización cerebral observado tras el tratamiento con GH (Aberg et al., 
2006).  
 
2.5.- Sistema GH/IGF-I y envejecimiento 
 
Hace más de 30 años se puso de manifiesto que los ancianos sufrían una pérdida de la 
capacidad de secretar GH en respuesta a estímulos como la hipoglucemia insulínica o la 
administración de arginina (Laron et al, 1970). Hoy en día está ampliamente aceptado que 
durante el envejecimiento se produce una disminución de la secreción de GH en humanos 
(Iranmanesh et al., 1991; Corpas et al., 1993; Giustina y Veldhuis, 1998), primates (Kaler et al., 
1986; Woller et al., 2002) y roedores (Sonntag et al., 1980; Takahashi et al., 1987). Este 
declinar de la secreción de GH se debe fundamentalmente a una disminución de la amplitud de 
los pulsos de secreción, sin que se produzcan cambios significativos en la frecuencia de los 
mismos (Sonntag et al., 1980, 1986; Takahashi et al., 1987; Russell-Aulet et al., 2001). 
Además, en el envejecimiento se produce una alteración del ritmo circadiano de secreción, 
caracterizado por una disminución de la secreción nocturna de GH y por la pérdida de un ritmo 
definido de secreción día-noche (Carlson et al., 1972; Finkelstein et al., 1972; Ho et al., 1987; 
Cummings y Merriam, 1999). 
 
La disminución de la secreción de GH se acompaña de una disminución de los niveles 
circulantes de IGF-I (Florini et al., 1981; Johanson y Blizzard, 1981; Rudman et al., 1981; 
Corpas et al., 1993). Estas alteraciones en el sistema GH/IGF-I serían responsables de la 
pérdida de masa muscular, aumento de la grasa corporal y deterioro de distintos tejidos y 
funciones fisiológicas que ocurren en el envejecimiento (Rudman, 1985; Corpas et al., 1993). 
 
A nivel hipofisario se ha descrito una disminución del contenido de GH (Dickerman et 




et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007) en ratas y humanos. 
También se ha descrito una menor expresión del gen de la GH en hembras y machos (Martinoli 
et al., 1991; Velasco et al., 1998), estableciéndose una situación de déficit hipofisario de GH en 
el envejecimiento. Los mecanismos neuroendocrinos de la somatopausia no están bien 
establecidos. Entre las posibles causas, solas o combinadas, se han incluido la reducción de la 
secreción o acción de GHRH, el aumento de la secreción o acción de SS y la reducción del 
número de células somatotropas. Estudios recientes favorecen la hipótesis de que el declinar 
del sistema GH/IGF-I con la edad no se debe a una alteración constitutiva primaria de las 
células somatotropas, sino mas bien a cambios en los reguladores hipotalámicos de GH. La 
disminución de la expresión de GHRH y de sus receptores en la hipófisis parece ser la causa 
principal de la disminución de la GH con la edad (Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007). 
 
2.6.- Sistema GH/IGF-I y envejecimiento cerebral 
 
Además de las alteraciones en los niveles periféricos de GH e IGF-I, el envejecimiento 
también afecta a los componentes del sistema GH/IGF-I en el cerebro.  
 
El efecto del envejecimiento en la expresión de GH cerebral no está suficientemente 
documentado. Sin embargo, la menor concentración de GH en el LCR de ancianos 
(Johansson, Larson, et al., 1995) y la disminución de la expresión del R-GH (Lai et al., 1993; 
Zhai et al., 1994; Nyberg y Burman, 1996; Nyberg, 1997) sugieren que durante el 
envejecimiento hay una menor disponibilidad de GH en el cerebro.  
 
Numerosos estudios han demostrado en humanos y en ratas que el envejecimiento 
afecta a la unión de GH a su receptor, lo que podría reflejar una disminución en el número del 
R-GH (Lai et al., 1993; Zhai et al., 1994; Nyberg y Burman, 1996). En cerebro humano, se ha 
observado una correlación negativa entre la densidad de sitios de unión de GH y la edad en 
diversas áreas del cerebro como el plexo coroideo, hipocampo, hipotálamo, hipófisis y caudo-
putamen (Lai et al., 1993). La disminución más pronunciada se evidencia a partir de los 60 
años (Lai et al., 1993). En ratas también se ha demostrado una disminución progresiva del     
R-GH en el cerebro a partir de la semana 12 de vida postnatal (Zhai et al., 1994).  
 
Los mecanismos moleculares responsables de la disminución del R-GH en el cerebro 
aún son desconocidos. Estudios previos sobre la disminución de la densidad de receptores de 
dopamina en el envejecimiento sugieren que esta disminución puede deberse a una pérdida 
neuronal (Roth et al., 1984) así como a una menor tasa de biosíntesis del receptor a nivel de la 
expresión génica (Mesco et al., 1991). Lai et al., observaron, en estudios no publicados, que 
con la edad se produce una disminución en la expresión del ARNm del R-GH en el plexo 
coroideo humano. Dada la implicación de GH y de sus receptores en los procesos de 
aprendizaje y memoria, la regulación negativa del R-GH con la edad podría estar relacionada 
con las alteraciones funcionales del SNC en el envejecimiento. 
 
Los estudios sobre la expresión de Ia proteína y del ARNm de IGF-I en el cerebro viejo 
son discordantes. Sonntag et al. (1999) observaron que, aunque la expresión del ARNm de 
IGF-I no cambiaba en la corteza cerebral a lo largo de la vida, se producía una disminución de 
la expresión de su proteína y de su capacidad de unión a su receptor en la corteza cerebral y 




del ARNm de IGF-I en el hipocampo de las ratas viejas, pero no en otras regiones cerebrales. 
Por su parte, Pañeda et al. (2003) observaron que la disminución de los niveles del ARNm de 
IGF-I en el cerebelo de ratas viejas estaba asociada con un aumento de la muerte celular y con 
la activación de las enzimas pro-apoptóticas caspasa-3 y -9. 
 
La información disponible sobre el efecto del envejecimiento en la expresión del R-IGF-I 
en el cerebro es contradictoria. En ratas, Chung et al. (2002) han descrito un aumento del 
número de receptores en las células piramidales de las capas corticales II-III y V-VI además de 
en el área CA3 del hipocampo. Otros investigadores han demostrado una disminución en el 
número de receptores en el hipocampo (Sonntag et al., 1999) y en la corteza cerebral (D´Costa 
et al., 1993). En humanos, el número de R-IGF-I parece no disminuir con la edad (De Keyser et 
al., 1994). 
 
Dadas las importantes acciones del sistema GH/IGF-I en la neuroprotección y en el 
mantenimiento de la vasculatura cerebral, su alteración durante el envejecimiento podría 
afectar al funcionamiento cerebral y contribuir a su deterioro (Sonntag et al., 1997; Finch, 2002; 
Erickson y Barnes, 2003; Gallagher et al., 2003; Rosenzweig y Barnes, 2003). 
 
2.7.- Sistema GH/IGF-I y alteraciones cognitivas en el envejecimiento 
 
Se ha sugerido que la disminución de la actividad del eje GH/IGF-I está implicada en las 
alteraciones de la función cognitiva que acompañan al envejecimiento. Numerosos trabajos han 
abordado la posible relación entre los niveles séricos de IGF-I y la función cognitiva.  
 
En ancianos, diversos estudios han establecido una relación entre las bajas 
concentraciones del IGF-I circulante y alteraciones cognitivas como la velocidad mental de 
procesamiento de información (Aleman et al., 1999; Dik et al., 2003), la memoria visual y verbal 
(Morley et al., 1997), la capacidad de resolución de problemas y bajas puntuaciones en el test 
MMSE (Rollero et al., 1998; Kalmijn et al., 2000). No obstante, en otros estudios no se ha 
observado ninguna asociación entre los niveles circulantes de IGF-I y la pérdida de capacidad 
cognitiva (Papadakis et al., 1995), ni entre los niveles de IGF-I y la capacidad de atención, 
inteligencia o memoria (Aleman et al., 1999, 2000). También se ha sugerido una relación entre 
los bajos niveles de IGF-I y el desarrollo de demencia (Murialdo et al., 2001). Estudios 
realizados en centenarios han mostrado una mayor prevalencia de demencia entre aquellos 
individuos con niveles bajos de IGF-I (Arai et al., 2001). En ratas viejas, la administración de 
IGF-I i.c.v. revierte las alteraciones de la memoria de trabajo y de las referencias espaciales 
asociadas a la edad (Markowska et al., 1998). 
 
Por otro lado, se cree que los bajos niveles de IGF-I en el envejecimiento pueden ser un 
factor relevante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 
Alzheimer (Connor et al., 1997; Connor y Dragunow, 1998). El IGF-I está implicado en la 
regulación cerebral de los niveles de ß-amiloide, factor implicado en la patogénesis de la 
enfermedad de Alzheimer (Carro et al., 2002). En ratones mutantes con deficiencia de IGF-I se 
ha observado un aumento de la acumulación de ß-amiloide a una edad más temprana. El 
tratamiento con IGF-I de los ratones mutantes aumenta los niveles séricos de IGF-I 




2.8.- Tratamiento con GH en el envejecimiento: acciones de GH en el cerebro 
viejo 
 
La similitud entre muchos de los síntomas de la DGH en adultos y los que se observan 
en el envejecimiento, junto con los efectos positivos de la terapia sustitutiva con GH en 
pacientes con DGH, planteó la posibilidad de la utilización de la terapia sustitutiva con GH en el 
envejecimiento para aminorar o revertir los cambios asociados al mismo.  
 
El interés en la GH como un tratamiento anti-envejecimiento surgió de las similitudes en 
la composición corporal entre ancianos e individuos adultos jóvenes con deficiencia severa de 
GH, donde se ha demostrado convincentemente que la terapia sustitutiva con GH revierte los 
cambios en la composición corporal (Jørgensen et al., 1989; Salomon et al., 1989; Fernholm et 
al., 2000). El éxito de estos resultados llevó a la realización de diversos estudios donde se 
administró GH a ancianos con bajos niveles de IGF-I. Rudman et al. (1990), pioneros en la 
utilización de GH en ancianos, observaron que en ancianos con bajos niveles de IGF-I tratados 
durante varios meses con GH, se producía un aumento de los niveles de IGF-I y de la masa 
muscular, una disminución de la grasa corporal y un aumento de la densidad ósea en las 
vértebras lumbares.  
 
Trabajos posteriores muestran cierta controversia sobre los beneficios del tratamiento 
con GH en ancianos sanos. Mientras que en algunos estudios, relativamente cortos, se han 
observado mejorías en ciertos parámetros secundarios de la composición corporal, densidad 
mineral y balance de nitrógeno (Holloway et al., 1994; Butterfield et al., 1997; Lange et al., 
2000; Taaffe et al., 2001; Christmas et al., 2002), en otros, de mayor duración con controles 
placebo, no se han confirmado cambios significativos en estos parámetros (Taaffe et al., 1994, 
1996; Holloway et al., 1997). 
 
A pesar de que la mayoría de los estudios se han enfocado en los efectos de GH en la 
composición corporal, algunos trabajos donde se ha abordado la posible relación entre la 
deficiencia de GH e IGF-I y el envejecimiento cerebral, han demostrado efectos beneficiosos 
del tratamiento con GH en el cerebro viejo. En humanos, se ha observado que la terapia con 
GH mejora la función cognitiva en ancianos (Hoffman et al., 1992; Papadakis et al., 1996; 
Aleman et al., 2000). La administración de GH a ratas viejas produce un efecto neuroprotector 
de las neuronas del hipocampo (Azcoitia et al., 2005), aumenta la densidad de receptores de 
glutamato en el hipocampo (Sonntag et al., 2000; Le Grevès et al., 2002), mejora la 
vascularización y el flujo sanguíneo cerebral (Sonntag et al.,1997; Arwert et al., 2005); la 
utilización de la glucosa (Lynch et al., 2001) y atenúa los cambios asociados al envejecimiento 
de la plasticidad a corto plazo (Ramsey et al., 2004). En ratas viejas también se ha demostrado 
que la GH mejora el aprendizaje (Ramsey et al., 2004) y la capacidad cognitiva en general    
(Le Grevès et al., 2002). Estos efectos podrían estar relacionados con el incremento de la 
expresión de IGF-I en el cerebro, como ha sido observado por nuestro grupo (López-Fernández 









3.- SECRETAGOGOS DE GH 
 
Antes de la identificación de GHRH, Bowers et al. (1980) descubrieron un nuevo grupo 
de sustancias sintéticas con capacidad de liberar GH. Estos compuestos se desarrollaron a 
partir de la molécula de met-encefalina e inicialmente estimulaban la liberación de GH in vitro. 
Modificaciones químicas posteriores llevaron al desarrollo de sustancias peptídicas y no 
peptídicas capaces de liberar GH in vivo e in vitro configurando lo que se conoce como 




En 1999, Kojima et al. aislaron a partir de extractos de estómago de rata el ligando 
endógeno del receptor de secretagogos de GH (R-GHS), al que denominaron ghrelina. La 
ghrelina es un péptido de 28 aminoácidos con una esterificación con ácido n-octanoico en la 
serina en posición 3. El residuo n-octanoil es esencial para algunas de sus actividades 
biológicas, incluida la liberación de GH, tanto in vivo como in vitro. La ghrelina es similar en 
ratas y en humanos salvo en dos aminoácidos, indicando la elevada conservación de este 
péptido entre especies (Kojima et al., 1999). La ghrelina, además de promover la liberación de 
GH en animales y en humanos, induce la secreción de PRL, ACTH, cortisol y aldosterona 
(Kojima et al., 1999; Arvat et al., 2000, 2001; Takaya et al., 2000). 
 
La principal forma de ghrelina circulante, la ghrelina no acilada, fue considerada una 
forma inactiva de la hormona, pero en la actualidad se ha descubierto su participación en 
acciones no endocrinas incluidos efectos cardiovasculares y funciones antiproliferativas (Date 
et al., 2000; Cassoni et al., 2001). Existe otra forma de ghrelina, la Des-Gln14-ghrelina, 
producida por procesamiento alternativo del gen de ghrelina y que carece de una glutamina. 
Esta isoforma parece tener las mismas acciones hormonales que la ghrelina (Kojima et al., 
1999). 
 
Aunque el lugar de mayor producción de la ghrelina son las células X/A de las glándulas 
oxínticas del estómago (Date et al., 2000; Cummings et al., 2002), se ha descrito la expresión 
de la ghrelina en numerosos órganos además del estómago. La ghrelina se expresa en el 
hipotálamo (Kojima et al., 1999; Korbonits et al., 2001; Lu et al., 2002; Cowley et al., 2003), 
hipófisis (Korbonits et al., 2001), riñón (Mori et al., 2000), corazón (Gnanapavan et al., 2002), 
páncreas (Wierup et al., 2002), sistema inmune (Hattori et al., 2001), testículo (Tena-Sempere 
et al., 2002), ovario (Gaytan et al., 2003), y placenta (Gualillo, Caminos, Blanco, et al., 2001) 
relacionándose su expresión con múltiples acciones en los tejidos en los que se expresa.  
 
Un efecto ampliamente estudiado ha sido la capacidad de la ghrelina de liberar GH por 
las células somatotropas hipofisarias, actuando directamente sobre éstas, o sobre el 
hipotálamo (Bowers, 2001). Se ha comprobado que la ghrelina estimula la liberación de GH 
tanto in vivo como in vitro, en numerosas especies, incluyendo humanos (Kojima et al.,1999; 
Arvat et al., 2000; Takaya et al., 2000; Hataya et al., 2001) y roedores (Kojima et al., 1999; 
Seoane et al., 2000; Wren et al., 2000; Tolle et al., 2001; Tamura et al., 2002; Tannenbaum et 
al., 2003), con similar capacidad que otros secretagogos sintéticos tanto peptídicos como no 




su receptor se expresan en hipotálamo e hipófisis, sugieren un importante papel de la ghrelina 
en la regulación fisiológica de GH, interactuando de manera coordinada con los reguladores 
primarios hipotalámicos de la GH, GHRH y SS (Frohman et al., 1992).  
 
La ghrelina es segregada principalmente por el estómago, existiendo niveles circulantes 
sistémicos considerables, postulándose la posibilidad de que una vez segregada por el 
estómago al torrente circulatorio llegue a la hipófisis para estimular la secreción de GH. Sin 
embargo, el hecho de que se exprese también en el núcleo arcuato, y por analogía con GHRH 
y SS, los cuales también son sintetizados periféricamente y están presentes en la circulación 
sistémica, inclina a pensar que sea la ghrelina hipotalámica la responsable del control de la 
secreción de la GH, mientras que la procedente de otras fuentes podría estar implicada en 
otros procesos biológicos.  
 
3.2.- Regulación de GH por los secretagogos de GH 
 
Aunque se sabe que la ghrelina actúa sobre las células somatotropas, directa e 
indirectamente modulando el GHRH hipotalámico, el mecanismo por el cual ejerce su acción 
sobre la liberación de GH no está completamente esclarecido. Se han localizado R-GHS en 
neuronas productoras de GHRH en el núcleo arcuato y ventromedial, donde estimulan su 
liberación (Wren et al., 2000; Tannenbaum et al., 2003). Los GHS tienen mayor actividad 
secretora de GH in vivo que in vitro (Frutos, Cacicedo, Fernández, et al., 2007). El hecho de 
que el tratamiento in vivo con GHS sea poco eficaz en ausencia de GHRH, en situaciones en 
las que existe desconexión hipotálamo-hipofisaría, o el hipotálamo está alterado (Popovic et al., 
1995; Torsello et al., 1996; Müller et al., 1999; Tannenbaum y Bowers, 2001), hace pensar que 
la ghrelina circulante ejerce su acción principalmente a nivel hipotalámico. La ausencia de 
respuesta a GHS en situaciones en las que la liberación de GHRH está disminuida, también 
podría deberse a una disminución del R-GHS hipofisario, ya que GHRH estimula su expresión 
en hipófisis (Kineman et al., 1999).  
 
Respecto a SS, se ha descrito que las neuronas somatostatinérgicas hipotalámicas son 
diana de ghrelina (Wood et al., 1991), pero el efecto de los GHS a ese nivel es contradictorio. 
Inicialmente se postuló un efecto inhibidor de los GHS sobre SS hipotalámica (Frohman et al, 
1992), lo que se confirmó tanto in vivo como in vitro (Tolle et al., 2001). Otros autores han 
observado que el tratamiento con secretagogos no modifica la liberación de SS (Guillaume et 
al., 1994; Tannenbaum et al., 2003). Un aumento en la acumulación del ARNm de SS en el 
núcleo periventricular (Thompson et al., 2003), así como de los niveles plasmáticos de SS 
(Arosio et al., 2003) ha sido igualmente reportado. 
 
El hecho de que la ghrelina se exprese en la hipófisis en células somatotropas, y de que 
su expresión esté regulada negativamente por GH (Caminos et al., 2003), sugiere un posible 
papel auto-paracrino de ghrelina a nivel hipofisario. 
 
3.3.- Receptor de secretagogos de GH en el cerebro 
 
En 1996, Howard et al. aislaron y clonaron el R-GHS, demostrando la capacidad de los 




acoplados a proteína Gα11 y está compuesto por 7 dominios transmembrana. Existen dos 
subtipos de receptores, el R-GHS-1a, o receptor activo, y el R-GHS-1b, una isoforma menor, 
originada por procesamiento alternativo del gen del R-GHS, sin actividad biológica aparente 
(Howard et al., 1996; McKee et al., 1997; Smith et al., 1997). En la actualidad se especula 
sobre la existencia de otros subtipos de receptores.  
 
El R-GHS se expresa en la hipófisis anterior y en diversas áreas del cerebro como el 
hipotálamo, el hipocampo y la substancia nigra (Guan et al., 1997; Muccioli et al., 1998; 
Katayama et al., 2000). Su localización en estas áreas cerebrales sugiere que el R-GHS puede 
estar implicado en la regulación de los ritmos biológicos, el estado de ánimo, la memoria, el 
aprendizaje y el apetito (Smith et al., 1997). El R-GHS-1a se expresa en otros tejidos como el 
páncreas, corazón, glándula adrenal y tiroides. El R-GHS-1b presenta una amplia distribución 
en el organismo, pero su función es aún desconocida (Gnanapavan et al., 2002). 
 
3.4.- Mecanismo de acción de los secretagogos de GH 
 
Los GHS liberan la GH en las células somatotropas utilizando vías de señalización 
intracelular diferentes a las activadas por el GHRH (Cheng et al., 1991). Mientras que el GHRH 
estimula el AMPc intracelular y los mecanismos dependientes de la proteína kinasa A, los GHS 
activan la vía de la fosfolipasa C (PLC)/inositol fosfato (IP)/ proteína quinasa C (PKC) (Frohman 
et al., 1992; Chen, 2000) aumentando las concentraciones de calcio intracelular (Bresson-
Bépoldin y Dufy-Barbe, 1994). Además, la activación del R-GHS en las células somatotropas 
bloquea los canales de K+ con la consiguiente despolarización de la membrana plasmática y 
entrada de Ca2+ extracelular a través de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Pong et al., 
1992, 1993; McGurk et al., 1993; Smith et al., 1997). El aumento resultante de Ca2+ intracelular 
induce la liberación de GH desde la célula somatotropa. Sin embargo, este mecanismo no 
explica el efecto de los GHS sobre la liberación de GH, ya que la SS bloquea totalmente la 
capacidad secretora de los GHS (Neill y Frawley, 1983), sin interferir en la movilización de Ca2+ 
intracelular. 
 
Tanto ghrelina como los GHS sintéticos aumentan los niveles de AMPc en células 
hipofisarias de cerdo y oveja (Wu et al., 1996; Malagón et al., 2003), especies en las que se 
han descrito numerosas diferencias en la regulación de GH en las células somatotropas 
(Castaño et al., 1996). En ratas y en humanos no se ha podido demostrar una inducción directa 
de los niveles de AMPc intracelulares por GHS o ghrelina (Patchett et al., 1995; Smith et al., 
1996), aunque ambos son capaces de potenciar el aumento de AMPc intracelular producido 
por GHRH, tanto en ratas (Cheng et al., 1989; Smith et al., 1996) como en humanos (Adams et 
al., 1996), por lo que se supone una interacción entre esta vía y la de AMPc/PKA activada por 
GHRH. 
 
Además de la regulación de la secreción de GH, los GHS inducen la expresión del gen 
de GH en células somatotropas (Locatelli et al., 1994). En ratas neonatales se ha demostrado 
la inducción de Pit-1 por GHS y ghrelina, tras la activación de la vía de la PKC y AMPc/PKA, y 
la participación del elemento de respuesta CRE en el promotor de Pit-1 (Garcia et al., 2001), no 









Además de su papel en la regulación de la secreción de GH, los GHS y la ghrelina 
tienen importantes acciones neurotróficas y neuroprotectoras independientes de GH en 
diferentes tejidos y órganos, incluido el SNC. 
 
Se ha demostrado que la ghrelina promueve la neurogénesis en el núcleo motor dorsal 
del nervio vago de ratas tanto in vivo como in vitro (Zhang et al., 2004). En el hipocampo de la 
rata adulta tanto la ghrelina como la hexarelina estimulan la incorporación de timidina H3 en 
progenitores celulares, indicando una acción proliferativa (Johansson et al., 2008). En ratas 
sometidas a radiación la administración s.c. de hexarelina estimula la proliferación celular en 
regiones neurogénicas del hipocampo (Barlind et al., 2010). 
 
Además de sus acciones proliferativas, se han postulado acciones de la ghrelina en la 
plasticidad neuronal. El trabajo de Diano et al. (2006) demostró que la ghrelina circulante 
alcanza el hipocampo y se une a neuronas de la formación hipocampal, donde estimula la 
formación de dendritas y la plasticidad sináptica aumentando la densidad de espinas 
sinápticas. Esta remodelación de la sinapsis va acompañada de una mejora en la realización 
de numerosos test comportamentales que se sabe que son dependientes, al menos en parte, 
del hipocampo. En línea con estos datos, el cerebro de los ratones knockout de ghrelina 
presentan un menor número de espinas sinápticas y deficiencias cognitivas, que mejoran tras 




La ghrelina muestra efectos neuroprotectores frente a lesiones inducidas por una gran 
variedad de estrategias incluyendo isquemia/reperfusión (Chang et al., 2004; Konturek et al., 
2006), alendronato (Işeri et al., 2005), deprivación de suero (Kim et al., 2004), doxorrubicina 
(Baldanzi et al., 2002) y TNF-α (Kim et al., 2005). Además, los GHS ofrecen neuroprotección en 
enfermedades neurodegenerativas en las que están implicados procesos inflamatorios y de 
muerte neuronal. Existen evidencias sobre las acciones neuroprotectoras de los GHS en 
lesiones cerebrales debidas a excitotoxicidad (Delgado-Rubín de Célix et al., 2006; Delgado-
Rubín de Célix et al., 2009; Xu et al., 2009; Lee, Lim, et al., 2010), en el Parkinson (Jiang et al., 
2008; Andrews et al., 2009; Andrews, 2011), infarto cerebral por isquemia (Brywe, Leverin, et 
al., 2005; Chung et al., 2007, 2008; Miao et al., 2007; Hwang et al., 2009) y epilepsia (Obay et 
al., 2007, 2008; Xu et al., 2009).  
 
Los mecanismos por los que la ghrelina o los GHS actúan como neuroprotectores no 
están completamente esclarecidos. Una posibilidad es que los GHS ejerzan sus acciones 
neuroprotectoras por mecanismos antiapoptóticos. Se han descrito importantes acciones 
antiapoptóticas de los GHS en diversos tipos celulares como adipocitos (Kim et al., 2004) 
osteoblastos (Kim et al., 2005), cardiomiocitos y células endoteliales (Baldanzi et al., 2002). En 
el cerebro, se ha demostrado que la ghrelina, incluso a bajas dosis, protege a las neuronas 
hipotalámicas de la muerte celular inhibiendo la apoptosis (Chung et al., 2007). En este sentido, 




de la familia Bcl-2, inhibir la liberación del citocromo c y la actividad de la caspasa 3 y promover 
la supervivencia de las neuronas corticales (Chung et al., 2008). 
 
Algunos de los efectos neuroprotectores de ghrelina están mediados por el R-GHS1a y 
la posterior activación de las vías de señalización MAPK y PI3K/Akt (Datta et al., 1999; Pearson 
et al., 2001; Chung et al., 2007, 2008). Tanto la ghrelina como la des-acil-ghrelina son capaces 
de proteger a las neuronas corticales de la apoptosis inducida por un insulto mediante la 
activación de las vías de señalización de las MAPK y PI3K/Akt (Chung et al., 2008). Se ha 
postulado un efecto neuroprotector de la ghrelina de las neuronas hipocampales frente a 
ataques epilépticos inducidos por pilocarpina (Xu et al., 2009) mediante la activación de la vía 
de señalización PI3K/Akt e inhibición de la apoptosis mitocondrial. Otros estudios han 
demostrado la implicación de las vías de señalización de la PKA y PKC en las acciones 
neuroprotectoras de la ghrelina (Chung et al., 2007).  
 
La acción antiapoptótica de ghrelina y de los GHS puede estar mediada por la inducción 
local de IGF-I. En este sentido se ha demostrado que el tratamiento de ratas adultas con 
GHRP-6 aumenta la expresión del ARNm de IGF-I en el hipotálamo, cerebelo e hipocampo 
(Frago et al., 2002; 2005). Este aumento se acompaña de la fosforilación de Akt y Bad y de un 
incremento de la proteína antiapoptótica Bcl-2. GHRP-6 reduce la muerte celular en el cerebelo 
de ratas viejas y este fenómeno parece estar mediado por la estimulación local de IGF-I, que a 
su vez inhibe la activación de las caspasas 9 y 3 (Pañeda et al., 2003).  
 
3.6.- Secretagogos de GH y envejecimiento 
 
No existe consenso en el comportamiento de ghrelina y del R-GHS en el 
envejecimiento. Mientras que unos estudios han descrito un descenso de las concentraciones 
plasmáticas de ghrelina en ancianos (Rigamonti et al., 2002), ratas (Gualillo et al., 2001) y 
ratones (Liu et al., 2002), en otros se ha observado un aumento de la producción y secreción 
de ghrelina en el estómago (Englander et al., 2004) y en la circulación periférica (Kappeler et 
al., 2004; Sun et al., 2007). En humanos, Sturm et al. (2003) no encontraron cambios en los 
niveles de ghrelina entre mujeres jóvenes y ancianas. En la actualidad no existen datos sobre 
el contenido o expresión de ghrelina en el hipotálamo relacionados con el envejecimiento. 
 
Los estudios in vivo de respuesta de GH hipofisaria a ghrelina u otros secretagogos 
evidencian una disminución de la respuesta de GH en animales y humanos envejecidos 
(Rudman, 1985; Arvat et al., 1997; Broglio et al., 2003), que puede estar relacionado con la 
menor reserva de GH hipófisaria (Muccioli et al., 2002). En estudios in vitro realizados en 
nuestro grupo observamos una respuesta proporcional al contenido hipofisario de GH (Frutos, 
Cacicedo, Fernández, et al., 2007). 
 
Esta disminución de la secreción de GH espontánea y estimulada puede reflejar 
cambios en el control neuroendocrino del funcionamiento de los somatotropos. En este sentido, 
la pérdida de actividad del GHRH en el envejecimiento, la disminución de su expresión y la de 
sus receptores hipofisarios, explicaría parcialmente la reducida respuesta a ghrelina y a otros 




depende de la integridad funcional del eje hipotálamo-hipofisario (Smith et al., 1997; Frutos, 
Cacicedo, Méndez, et al., 2007), como hemos mencionado anteriormente.  
 
Por otro lado, la disfunción somatotropa observada en el envejecimiento podría reflejar 
alteraciones en la expresión y/o funcionalidad del R-GHS. Una disminución de la expresión del 
R-GHS se ha descrito en el hipotalámo de ancianos (Muccioli et al, 2002) y en la hipófisis de 
ratones hembras (Yan et al., 2004). Por lo tanto, la disminución de la concentración de ghrelina 
junto con bajos niveles del R-GHS podría contribuir al declinar de la secreción de GH durante el 
envejecimiento.  
 
3.7.- Tratamiento con ghrelina y secretagogos de GH en el envejecimiento 
 
Dado que la hipófisis mantiene la respuesta a los secretagogos de GH, incluido el 
GHRH (Corpas et al., 1992; 1993) y los GHS (Chapman, Bach, et al., 1996; Chapman, 
Hartman, et al., 1996), estos factores se han considerado como potenciales agentes 
terapéuticos para estimular la secreción endógena de GH durante el envejecimiento como 
alternativa a la administración de GH. El tratamiento prolongado con GHS por distintas vías de 
administración produce un aumento de la secreción de GH en adultos jóvenes y viejos (Aloi et 
al., 1994; Chapman, Bach, et al., 1996; Chapman, Hartman, et al., 1996; Copinschi et al., 1996; 
Ghigo et al., 1996; Rahim y Shalet, 1998; Merriam et al., 2003; Nass et al., 2008; White et al., 
2009). Resultados similares se han obtenido en perros (Cella et al., 1996) y en ratas viejas 
(Walker et al., 1991; Cattaneo et al., 1997; Settembrini et al., 1998).  
 
El efecto de la administración de los GHS en los niveles de IGF-I en el envejecimiento 
no está bien definido. Algunos estudios han encontrado que el aumento de la secreción de GH 
va acompañado de un aumento de los niveles de IGF-I circulante (López-Fernández et al., 
1996; Velasco et al., 2001; Frutos, Cacicedo, Fernández et al., 2007), mientras que otros 
autores no han observado ningún cambio (Cattaneo et al., 1997; Settembrini et al., 1998). 
 
Se ha propuesto el tratamiento combinado de GHRH y GHS dado que se obtiene una 
mayor y mejor respuesta de GH en ratas viejas. Una posible interpretación de estos resultados 
sería que en el envejecimiento además de la disminución de la secreción de GHRH 
(DeGennaro Colonna et al., 1989; Ge et al., 1989), ocurriría, de forma hipotética, un fallo en el 
ligando endógeno de GHS (ghrelina) que determinaría la menor sensibilidad de los animales 
viejos al tratamiento por separado de GHRH y GHS. En este sentido, estudios en humanos han 
demostrado que la administración conjunta de GHRH junto con diversos GHS promueve una 
mayor liberación de GH, sugiriendo que la capacidad secretora de GH en respuesta a ambos 
estímulos no se encuentra disminuida con la edad (Bowers et al., 1991; Micic et al., 1998). 
Recientemente, se ha demostrado que el tratamiento crónico con GHRH mejora la capacidad 













4.1.- Estructura de la vaina de mielina 
 
La vaina de mielina es una envoltura de estructura laminar que rodea a algunos axones 
del sistema nervioso de los animales vertebrados. Está formada por varias capas de membrana 
plasmática, proporcionada por los oligodendrocitos (OD) en el SNC y por las células de 
Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP). Para la formación de la vaina de mielina, 
estas células emiten prolongaciones que inicialmente contactan con el axón, posteriormente lo 
rodean y finalmente giran varias veces alrededor del mismo depositando sucesivas capas de 
membrana celular. Por último, estas capas se compactan formando una estructura laminar en 
torno al axón. Al microscopio electrónico la estructura de la mielina se caracteriza por la 
alternancia de líneas densas, formadas por yuxtaposición de las superficies citoplasmáticas de 
la membrana plasmática, y líneas interperiodo, formadas a partir de la superficie extracelular de 
la membrana. En el SNC un solo OD es capaz de envolver entre 10 y 40 axones mientras que 
en el SNP cada célula de Schwann rodea un único axón (McMorris et al., 1993). 
 
A lo largo de la vaina de mielina, ésta se ve interrumpida, aproximadamente cada 
milímetro, en el punto de unión entre dos OD o células de Schwann consecutivas. Estos 
puntos, donde persiste una zona del axón desprovista de mielina, se denominan nódulos de 
Ranvier y están dotados de gran importancia funcional. 
 
4.2.- Composición de la mielina 
 
La mielina representa el 20-30% del peso seco del sistema nervioso (Norton y Poduslo, 
1973). Aproximadamente el 70% de la membrana de mielina está formada por lípidos, de los 
cuales el más característico es el glicolípido galactocerebrósido (GC). El 30% restante está 
constituido fundamentalmente por proteínas. De éstas, un 50% corresponde a la proteína 
proteolipídica (PLP), un 30-35% a la proteína básica de mielina (MBP), un 5% a la 
fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos (CNP) y un 1% a la glicoproteína asociada a la mielina 
(MAG) y otros enzimas (Norton, 1981). 
 
La MBP es la proteína mejor caracterizada. En roedores existen cuatro isoformas 
(Barbarese et al., 1977; Carnegie y Dowse, 1984) de peso molecular (Pm) 21, 18,5, 17 y        
14 kDa, siendo predominante la fracción de 18,5 kDa, aunque la proporción relativa de las 
mismas varía a lo largo del desarrollo (Barbarese et al., 1978). Todas ellas se caracterizan por 
tener un punto isoeléctrico muy alto, en torno a diez, como consecuencia de la elevada 
proporción de aminoácidos de carácter básico (aproximadamente uno de cada cuatro) en su 
estructura primaria. 
 
La MBP se localiza inicialmente en el cuerpo y las prolongaciones de los OD; 
posteriormente, con el inicio de la mielinización se incorpora rápidamente a la membrana 
plasmática y desaparece del citoplasma (Sternberger et al., 1978; Hartman et al., 1979). La 
vaina de mielina se encuentra localizada en el lado citoplásmico de la membrana plasmática 




conocen con exactitud otras funciones. Su posible participación en el mantenimiento de un 
adecuado grado de compactación de la mielina ha sido discutido (Martenson, 1980; Braun, 
1984; Kirsxhner et al., 1984). Su capacidad para unirse a ciertas moléculas pequeñas (Muzyka 
y Moks, 1984; Vacher et al., 1984) sugiere que pueda tener funciones biológicas específicas, 
aunque hasta la fecha no se han descrito. 
 
La síntesis de MBP durante el desarrollo parece estar regulada a nivel de la 
transcripción (Zeller et al., 1985), aunque también se ha sugerido la existencia de un control 
postranscripcional (Miskimins y Yu, 1986). El nivel de ARNm de MBP se correlaciona 
estrechamente con el desarrollo de la mielina en las distintas regiones del cerebro (Kristensson 




Figura 3: Estructura y composición de la vaina de la mielina. Representación esquemática de la estructura de la 
vaina de mielina y de la envoltura del axón por la vaina de mielina. MBP: proteína básica de mielina; CNP: 
fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos; PLP: proteína proteolipídica; MAG: glicoproteína asociada a la mielina. 
 
 
4.3.- Función de la vaina de mielina 
 
La producción y el mantenimiento de la mielina son esenciales para el funcionamiento 
normal del cerebro. La mielinización permite la conducción saltatoria de los potenciales de 
acción aumentando significativamente la velocidad de la transmisión de las señales nerviosas a 
lo largo del axón (Waxman, 1977). La alta velocidad hace posible la integración de la 
información a través de redes neuronales ampliamente distribuidas que sustentan las funciones 
cognitivas superiores (Gould et al., 1999; Mesulam, 2000; Bartzokis et al., 2003). Además de 
una comunicación más rápida a lo largo de largas distancias, una alta velocidad de conducción 















alta frecuencia de impulsos nerviosos procedentes de la actividad neuronal (Zhou et al., 1995). 
Otra de las funciones de la mielinización del axón es la reducción del gasto energético 
neuronal. La pérdida o disfunción de la mielina axonal requeriría un incremento estimado de 
hasta 500 veces en el gasto energético neuronal para mantener los niveles de 
neurotransmisión (Hildebrand et al., 1993). Otro importante papel de la vaina de mielina es 
mantener la integridad funcional y estructural del axón, habiéndose observado degeneración 
axonal en ratones con deficiencia de alguno de los componentes de la mielina (Griffiths et al., 




La formación de la vaina de mielina implica una precisa secuencia de acontecimientos 
morfogenéticos de diferenciación de los oligodendrocitos. Cada etapa del proceso de 
diferenciación, desde la fase de precursor hasta la de OD maduro, puede ser identificada por 
cambios en la morfología celular (aumento progresivo del número de ramificaciones) y en la 
expresión de marcadores inmunocitoquímicos que definen distintos estadios de desarrollo (de 
Castro y Bribián, 2005), lo que se acompaña de un descenso paulatino de la capacidad 
proliferativa y migratoria (Almazán et al., 2001; Rowitch, 2004). 
 
En el SNC de los mamíferos, tanto las neuronas como la glía proceden de un progenitor 
común multipotencial (Temple y Qian, 1996; McKay, 1997; Rao, 1999; Gage, 2000). Esta célula 
multipotencial da lugar a progenitores con potencial restringido para diferenciarse a neuronas 
(neuroblastos) o glía (glioblastos) (Davis y Temple, 1994; Mayer-Proschel et al., 1997; Mujtaba 
et al., 1999), que a su vez originarán respectivamente, neuronas y células gliales maduras. La 
génesis de neuroblastos y glioblastos a partir del progenitor multipotencial tiene lugar de forma 
secuencial: primero se generan neuroblastos y posteriormente, tras un cambio en el 
comportamiento de la célula multipotencial, comienzan a generarse glioblastos (Qian et al., 
2000). Como consecuencia, durante el desarrollo embrionario, la neurogénesis precede a la 
gliogénesis de modo que la mayoría de las neuronas emergen en el período embrionario y la 
mayoría de la glía es generada después del nacimiento (Jacobson, 1991). Esta separación 
temporal de la producción de ambos tipos celulares permite que la población neuronal esté 
bien establecida antes de que se desarrolle el sistema glial, asegurando así que el número de 
células gliales generadas se ajuste a la población neuronal existente (Burne et al., 1996; Barres 
y Raff, 1999). 
 
La primera célula identificada del linaje oligodendroglial, originada a partir de glioblastos 
indiferenciados, es el oligodendroblasto (Skoff et al., 1976). Esta célula se caracteriza por la 
presencia de vimentina y por la expresión en su superficie de un gangliósido reconocido por el 
anticuerpo A2B5 (Eisenbarth et al., 1979; Abney et al., 1983). Los oligodendroblastos expresan, 
además, el proteoglicano NG2 y el receptor de PDGF-alfa (Nishiyama et al., 1996). Son células 
de morfología bipolar que se dividen con rapidez, y poseen gran capacidad migratoria. Tienen 
carácter bipotencial dado que pueden originar, al menos in vitro, y según las condiciones 
ambientales en que se encuentren, dos tipos celulares distintos: oligodendrocitos y astrocitos 
tipo 2, motivo por el que estas células también se denominan O-2A (Raff et al., 1983). A 
medida que este progenitor madura, deja de expresar vimentina y comienza a expresar en su 
membrana el antígeno lipídico O4, que es el que define el siguiente estadío de desarrollo. 




tienen forma multipolar, y se dividen más lentamente y tienen menor capacidad migratoria que 
los precursores O-2A. Los preOD se transforman en OD inmaduros con la aparición de la 
expresión de GC en su superficie, y finalmente emergen los OD maduros, que son células 
postmitóticas terminalmente diferenciadas (Arenander y De Vellis, 1994). Los OD maduros 
tienen forma estrellada y son los únicos con capacidad para sintetizar mielina. Se reconocen, 
además de por su morfología, por la expresión de diversos marcadores relacionados todos 
ellos con la mielina, tales como proteínas estructurales (MBP, PLP), o enzimas asociados a la 




Figura 4: Representación esquemática del proceso de oligodendrogénesis. MBP: proteína básica de mielina; 




4.5.- Mielinización del cerebro 
 
Poco se sabe sobre el mecanismo o las señales que regulan el complejo proceso de la 
mielinización. La mielinización es un proceso fundamentalmente postnatal que se caracteriza 
por ser un proceso secuencial que incluye diversas etapas. Inicialmente se produce la 
migración de los oligodendrocitos a los axones que deben ser mielinizados y la discriminación 
entre los axones y las dendritas de las neuronas. Posteriormente se produce la adhesión de las 
prolongaciones de los oligodendrocitos a los axones. Por último, las prolongaciones de los 
oligodendrocitos se enrollan entorno al axón dando un número determinado de vueltas 

























formando la vaina de mielina y dejando un espacio sin mielinizar que constituirá el nodulo de 
Ranvier. 
 
En la primera etapa los pre-OD se sitúan a lo largo de las fibras de los tractos de la 
futura sustancia blanca, manteniendo su capacidad de división (Reynolds y Wilkin, 1991). 
Posteriormente, estos preoligodendrocitos se convierten en OD inmaduros, caracterizados por 
la adquisición de marcadores específicos (descritos anteriormente) y preparados para la 
mielinización. La mielinización ocurre caudorostralmente en el cerebro y rostrocaudalmente en 
la médula espinal. La secuencia de las etapas de mielinización es un proceso totalmente 
reproducible para cada especie. En el ratón, la mielinización comienza en la médula espinal en 
el nacimiento. En el cerebro, la mielinización se completa en todas las regiones entre los 45-60 
días postnatales. En humanos, el pico de la formación de la mielina ocurre durante el primer 
año postnatal, aunque comienza durante la segunda mitad de la vida fetal en la médula espinal 
y puede continuar hasta los 20 años de edad en algunas fibras corticales, especialmente en 
áreas asociativas (Yakovlev y Lecours, 1966).  
 
La mielinización requiere una extraordinaria capacidad de los OD para sintetizar 
membrana plasmática en un momento determinado, específico de cada especie y región del 
SNC, afectando únicamente a ciertas fibras y haces nerviosos (Schwab y Schnell, 1989). Esto 
sugiere la existencia de mecanismos de señalización muy precisos que regulan el momento 
exacto de la diferenciación de los OD y de la mielinización. 
 
4.6.- Papel de GH en la mielinogénesis en el periodo perinatal 
 
Las primeras evidencias de la participación de GH en la mielinización del sistema 
nervioso fueron proporcionadas por el estudio de Pelton et al. (1974) en el que se observó que 
la deficiencia de GH en ratas producía una alteración de la migración y diferenciación 
oligodendroglial con el consecuente fallo de la mielinización. Estudios posteriores en ratas con 
deficiencia de GH inducida inmunológicamente en la primera semana de vida postnatal 
corroboraron la hipomielinización del cerebro y la acumulación de células gliales 
indiferenciadas en la zona subependimal (Pelton et al., 1977). En el estudio de Noguchi, 
Sugisaki, Watanabe, et al. (1982) ratas neonatales deficientes de GH por intoxicación con 
hidrocortisona presentaban cerebros más pequeños con una menor actividad de la enzima 
CNPasa, enzima estrechamente relacionada con la mielinogénesis. La administración de GH 
restauraba parcialmente las alteraciones de la mielinogénesis inducidas por la hidrocortisona. 
 
En el ratón Snell se ha observado que el cuerpo calloso contiene un reducido número 
de fibras mielinizadas (Noguchi et al., 1983) y una baja actividad CNPasa junto con una 
disminución de la actividad locomotora espontánea (Noguchi, Sugisaki, Watanabe, et al., 
1982). La administración diaria de GH y tiroxina (T4) durante los 40 días de vida postnatal 
restaura la actividad CNPasa al nivel de los controles normales, y normaliza el patrón de 
actividad locomotora espontánea, sugiriendo que la GH, junto con el efecto sinérgico de T4, 
está implicada en la pobre mielinización del cerebro de estos ratones.  
 
En el ratón Little, los hallazgos son muy similares, observándose una disminución en el 
contenido cerebral de ADN, una disminución de la actividad CNPasa y un nivel reducido de 




GH (Noguchi et al., 1988). Aunque todos estos datos apoyan un papel de GH en el proceso de 
mielinización, en un estudio más reciente (Lehman et al., 1999), se observó que la mielina del 
cerebro del ratón Little es normal en estructura y cantidad, y es proporcional a la masa 
cerebral. En estos ratones tanto el grosor de la vaina de mielina como el tamaño y la densidad 
de los axones está preservado, por lo que la reducción del contenido total de mielina debe ser 
atribuida a un descenso en el número total de neuronas, sugiriendo que esta forma de 
deficiencia de GH no afecta al proceso de mielinización.  
 
In vitro, la GH incrementa la actividad CNPasa y la acumulación de MBP en agregados 
de células cerebrocorticales de rata (Almazán et al., 1985), lo que refleja su capacidad para 
estimular el proceso de mielinización en determinadas condiciones. 
 
El mecanismo por el que la GH induce sus efectos sobre la mielinización no está 
establecido. In vivo, al menos en el adulto, las alteraciones de los niveles de GH se acompañan 
de cambios paralelos en los niveles circulantes de IGF-I. Dado que éste es el más importante 
mediador de las acciones de GH y a su vez un potente inductor de la mielinización, una 
posibilidad es que la GH ejerza sus efectos sobre la mielinización a través de la inducción de 
IGF-I periférico y su ulterior transporte a través de la BHE. Sin embargo, la existencia de 
efectos de GH sobre el cerebro in vitro así como la presencia en este órgano tanto de GH como 
de sus receptores sugiere que los efectos puedan ser resultado, al menos parcialmente, de la 
acción de la GH. La procedencia de esta GH no se ha establecido definitivamente. Se ha 
demostrado que la GH es capaz de atravesar la BHE (Pan et al., 2005), por lo que la GH 
circulante de origen hipofisario podría ser la responsable de los efectos observados. No 
obstante, la evidencia de que GH se sintetiza en áreas cerebrales como la corteza basal, 
hipocampo y núcleo estriado (Gossard et al., 1987), hace probable una acción autocrina o 
paracrina de GH. En cualquier caso, los efectos de GH podrían ser directos o mediados por la 
inducción del IGF-I local. A este respecto, los datos obtenidos en nuestro laboratorio indican 
que in vitro muchas de las acciones de GH en el cerebro están mediadas por IGF-I ya que se 
abolen o amelioran cuando éste es bloqueado con un anticuerpo específico (Ajo et al., 2003). 
La existencia de correlación en la distribución del receptor de GH con la distribución de IGF-I y 
su ARNm apoya esta idea (Shoba et al., 1999). 
 
4.7.- Secretagogos de GH y mielina 
 
Las evidencias disponibles, aunque escasas, sugieren que la ghrelina y los GHS 
pueden estar implicados en el proceso de mielinización.  
 
Estudios recientes en rata demuestran que el tratamiento con ghrelina después de la 
inducción de una lesión medular inhibe la apoptosis de neuronas y oligodendrocitos, atenúa la 
pérdida de axones y de mielina y reduce el tamaño de la lesión, lo que resulta en una mejora 
de la reparación funcional (Lee, Chung, et al., 2010). Además, la ghrelina induce la expresión 
de BDNF y de IGF-I en el tejido lesionado. Tanto BDNF (Novikova et al., 1996; Koda et al., 
2002) como IGF-I (Nakao et al., 2001; Koopmans et al., 2006; Hung et al., 2007) son factores 
que potencian la supervivencia neuronal y oligodendroglial y favorecen la recuperación 
funcional tras lesiones medulares, sugiriendo, que estos factores puedan estar implicados en 
las acciones neuroprotectoras de ghrelina en la zona lesionada. El tratamiento con ghrelina 




ghrelina podría estar mediada en parte por la atenuación de la respuesta inflamatoria (Erşahın 
et al., 2011). En este contexto, se ha observado que la ghrelina enlentece la evolución de la 
encefalitis experimental autoinmune (EEA), un modelo animal de esclerosis múltiple (Theil et 
al., 2009). La inyección diaria de ghrelina intraperitoneal (ip) reduce la severidad de la EEA y 
disminuye los niveles de citoquinas proinflamatorias y de microglia activada, avalando las 
propiedades antiinflamatorias de ghrelina como mecanismo neuroprotector de la sustancia 
blanca.  
 
4.8.- Alteraciones de la vaina de mielina en el envejecimiento cerebral 
 
En el envejecimiento se produce una disminución en el contenido de mielina en el 
cerebro así como alteraciones estructurales y bioquímicas de la vaina de mielina.  
 
Está ampliamente aceptado que con la edad se produce una pérdida de la cantidad 
total de mielina (Berlet y Volk, 1980; Wiggins et al., 1988; Sloane et al., 2003). Se ha estimado 
que esta pérdida de sustancia blanca alcanza hasta un 15% en el cerebro humano 
(Pakkenberg y Gundersen, 1997; Tang et al., 1997) afectando especialmente a la fibras 
intracorticales, las cuales se cree que son las responsables de la función cognitiva superior 
(Kemper, 1994). La pérdida de sustancia blanca va asociada a una disminución de la longitud 
de los axones mielinizados, los cuales experimentan una reducción de hasta un 10% por 
década y hasta un 45% a lo largo de la vida (Pakkenberg y Gundersen, 1997; Tang et al., 1997; 
Marner et al., 2003).  
 
Además, como consecuencia del envejecimiento, se han observado alteraciones 
estructurales en la vaina de mielina de algunos internodos en el cerebro de rata (Knox et al., 
1989; Sugiyama et al., 2002), monos (Feldman y Peters, 1998; Peters et al., 2000; Peters y 
Sethares, 2002; Sloane et al., 2003) y humanos (Albert, 1993). Se ha sugerido que estas 
alteraciones estructurales puedan deberse a la activación de células proinflamatorias, a 
alteraciones en las proteínas de los oligodendrocitos o a una combinación de ambos factores 
(Hinman y Abraham, 2007). 
 
El envejecimiento también produce cambios bioquímicos en la expresión de lípidos y 
proteínas de la mielina. Se ha observado una disminución de la MBP tanto en ancianos sin 
alteraciones cognitivas (Ansari y Loch, 1975; Wang et al., 2004) como en ancianos con 
Alzheimer (Roher et al., 2002). En el estudio de Sloane et al. (2003) en monos Rhesus se 
observó que la MBP, la PLP y la MAG no se alteran con la edad, mientras que la MOSP y la 
CNP disminuyen. 
 
4.9.- Repercusiones funcionales de la alteración de la vaina de mielina en el 
envejecimiento 
 
El efecto de las alteraciones de la mielina en el envejecimiento en la función del axón no 
está claramente definido. Existe una fuerte evidencia de que la edad y la pérdida de la 
integridad de la mielina reducen la velocidad de la conducción del impulso nervioso a lo largo 
de las fibras nerviosas. En gatos (Morales et al., 1987; Xi et al., 1999) y en ratas (Aston-Jones 




velocidad de la conducción nerviosa. Esta disminución ocurre comúnmente en enfermedades 
desmielinizantes (Waxman et al., 1994). Así, en ratones deficientes de PLP, en los que la 
mielina es laxa o poco compacta, la velocidad de la conducción nerviosa está reducida, al igual 
que en las fibras nerviosas que han perdido uno o más internodos de mielina debido a la 
esclerosis múltiple (Felts et al., 1997). Por otro lado, estudios recientes sugieren que las 
alteraciones de las membranas de la mielina con la edad modifican la organización de las 
proteínas axonales cerca o en el propio nodo de Ranvier (Hinman et al., 2006). 
 
En conjunto, estas observaciones sugieren que los cambios en la sustancia blanca que 
ocurren en el envejecimiento son una causa importante de la pérdida cognitiva asociada a la 
edad tanto en monos (Peters y Sethares, 2002) como en humanos (O´Sullivan et al., 2001). 
Los estudios de Peters et al. (2000) y Peters y Sethares (2002) en monos Rhesus apoyan la 
existencia de una correlación entre la frecuencia de las alteraciones de la vaina de mielina en el 
envejecimiento y la pérdida de la función cognitiva de la corteza primaria visual (Peters et al., 
2000) y de la corteza prefrontal (Peters y Sethares, 2002). Las alteraciones de la mielina y su 
consiguiente pérdida de funcionalidad, afectan a la velocidad de la conducción axonal 
originando el enlentecimiento de la conducción nerviosa observados en animales y humanos 
viejos (Aston-Jones et al., 1985; Dustman et al., 1996) y alterando la sincronización de los 
circuitos neuronales.  
 
4.10.- Remielinización en el envejecimiento 
 
La remielinización es un proceso regenerativo espontáneo en el que se sintetizan 
nuevas vainas de mielina en axones desmielinizados (Franklin y Hinks, 1999). En el SNC, este 
proceso implica el reclutamiento inicial de progenitores de OD a las áreas a remielinizar, 
proceso que implica a su vez la migración y la proliferación de estas células, y su posterior 
diferenciación a OD mielinizantes (Godfraind et al., 1989; Reynolds y Wilkin, 1993; Carroll y 
Jennings, 1994; Franklin et al., 1997; Gensert y Goldman, 1997; Redwine y Armstrong, 1998; 
Di Bello et al., 1999; Levine y Reynolds, 1999). 
 
Este proceso, como muchos procesos reparadores en el organismo, se hace menos 
eficiente con la edad (Gilson y Blakemore, 1993; Ashcroft et al., 1995; Shields et al., 1999), lo 
que se traduce en una disminución de la tasa de remielinización (Shields et al., 1999; Sim et 
al., 2000). Esta pérdida de efectividad del proceso de remielinización en el envejecimiento 
puede deberse a una disminución en el reclutamiento de progenitores de OD, a una 
disminución de la velocidad a la que los progenitores se diferencian en OD remielinizantes, o 
una combinación de ambas causas.  
 
Por otro lado, algunos estudios han sugerido que la pérdida de la capacidad 
remielinizante en el SNC envejecido está relacionada con los cambios en la respuesta 
inflamatoria y en la expresión de supuestas moléculas de señalización (Hinks y Franklin, 2000). 
Ésto, junto con el hecho de que los oligodendrocitos son especialmente susceptibles a sufrir 
daños por numerosas sustancias que aumentan en el cerebro viejo como son el complemento 
producido por los macrófagos, las citoquinas, el óxido nítrico, cambios en los niveles de calcio y 
glutamato intracelular (Ludwin, 1997) y el estrés oxidativo (Juurlink et al., 1998), plantean la 
cuestión de sí realmente en el cerebro viejo existe un fallo en el proceso de remielinización o el 
daño cerebral es tan elevado que no puede ser frenado por los mecanismos reparadores, con 




La reparación de las lesiones desmielinizantes requiere de la migración, proliferación y 
diferenciación de los precursores celulares de los OD, que se originan en áreas 
subventriculares alejadas de las áreas de sustancia blanca del SNC. La expresión de 
moléculas quimioatrayentes, que regulan estos procesos durante el desarrollo, es un 
mecanismo crítico en la respuesta del SNC a las lesiones, asegurando que los precursores 
celulares neurales migran y maduran adecuadamente para reemplazar a las células dañadas. 
En este sentido, un grupo especial de citoquinas quimiotácticas, las quimioquinas, están 
recibiendo una gran atención por su implicación en los procesos de mielinización-
remielinización del SNC. Se ha observado que la quimioquina CXCL12 y su receptor, CXCR4, 
ejercen un importante papel en el funcionamiento del sistema inmune y del sistema nervioso, 
donde se presentan en varios tipos celulares y en determinados microambientes (Klein y Rubin, 
2004). En el SNC CXCL12 participa en la proliferación neuronal, migración celular, crecimiento 
axonal y mielinización durante el desarrollo (Zou et al., 1998; Lu et al., 2002; Stumm et al., 
2003; Pujol et al., 2005). 
 
 Numerosos estudios in vitro han sugerido la participación del complejo CXCL12/CXCR4 
en la migración y en la maduración de los precursores celulares de los oligodendrocitos 
(Dziembowska et al., 2005; Kadi et al., 2006; Maysami et al., 2006). 
 
Los estudios in vivo disponibles apoyan los resultados obtenidos in vitro. En un modelo 
de desmielinización en ratas inducido por cuprizona, la apoptosis de OD maduros en el cuerpo 
calloso junto con la acumulación de precursores de preOD en la zona (Mason et al., 2004) va 
acompañada por un incremento en la expresión de CXCL12 por los astrocitos y microglia 
reactiva y por la acumulación de precursores de OD que expresan CXCR4 (Patel et al., 2010). 
La administración de un antagonista de CXCR4 conduce a una disminución de la diferenciación 
de los precursores y de la remielinización de esta zona, sugiriendo un papel crítico de estas 
moléculas en la recuperación de las lesiones desmielinizantes cerebrales (Patel et al., 2010). 
En esta línea, estudios realizados en tejidos de pacientes con esclerosis múltiple, han 
demostrado la expresión de CXCL12 en astrocitos activados tanto en lesiones activas como 
silentes (Moll et al., 2009), sugiriendo que su expresión ocurre en respuesta a las lesiones. El 
estudio realizado por Carbajal et al. (2010) confirma estos resultados. En este estudio se 
observó que a las 3 semanas del transplante de células madre en la médula espinal de ratones 
con desmielinización inducida por el virus de la hepatitis estas células expresaban el CXCR4 y 
migraban hacia áreas de sustancia blanca ricas en CXCL12 donde se diferenciaban en 
precursores de OD y en OD, induciendo la remielinización. 
 
En la actualidad no existen datos sobre el efecto del envejecimiento en la expresión y 
funcionalidad de esta quimioquina. Dado su importante papel en los procesos remielinizantes 
en el SNC su alteración en el envejecimiento podría estar implicada en la pérdida de 












5.- NEUROINFLAMACIÓN EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
 
5.1.- Inflamación sistémica 
 
Una de las características principales del envejecimiento es la atenuación de la función 
inmunológica o inmunosenescencia (Castle, 2000), además de alteraciones en diversos 
parámetros metabólicos, y un aumento de los niveles de varios marcadores inflamatorios. Entre 
los parámetros alterados se han observado cambios en los niveles séricos de varias citoquinas. 
En algunos estudios se ha demostrado un incremento en los niveles circulantes del factor de 
necrosis tumoral-alfa (TNF-α), interleuquina-1 beta (IL-1ß), e interleuquina-6 (IL-6) (Wei et al., 
1992; Ershler et al., 1993; Ershler y Keller, 2000; Paganelli et al., 2002), mientras que en otros 
no se ha observado ningún cambio (Peterson et al., 1994; Beharka et al., 2001). A pesar de 
estas discrepancias, en la actualidad está ampliamente aceptado que el envejecimiento se 
caracteriza por un cierto grado de inflamación sistémica (Taub y Longo, 2005; Fulop et al., 
2006) y se ha sugerido que esta inflamación sistémica podría causar a su vez una respuesta 
inflamatoria en el cerebro viejo (Godbout et al., 2005).  
 
 
5.2.- Inflamación cerebral 
 
De acuerdo con esta hipótesis, las evidencias experimentales disponibles sugieren que 
en el envejecimiento fisiológico el cerebro presenta un cierto nivel de inflamación crónica 
caracterizado por un aumento de los astrocitos y de la microglia reactiva, que serían 
responsables de la liberación de factores proinflamatorios y/o citotóxicos como el TNF-α, la    
IL-1ß, la IL-6, especies reactivas de oxígeno, factores del complemento, productos 
neurotóxicos, radicales libres y óxido nítrico, que contribuyen tanto a la disfunción neuronal 
como a la muerte celular (Griffin et al., 1998). Varios estudios han descrito un aumento de los 
niveles de citoquinas proinflamatorias como la IL-ß, TNF-α e IL-6 fundamentalmente en el 
hipocampo viejo pero también en regiones corticales (Murray et al., 1997; Ye y Johnson, 1999; 
Terao et al., 2002; Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Maher et al., 2004; Nolan et al., 2005; 
Sierra et al., 2007; Tripathy et al., 2010). 
  
Sin embargo, el efecto del envejecimiento en la expresión de las citoquinas                
anti-inflamatorias no está definido. En el cerebro, se ha observado aumentos de citoquinas     
anti-inflamatorias (González-Scarano y Baltuch, 1999), disminuciones de la IL-10 y la IL-4 (Ye y 
Johnson, 2001; Maher et al., 2005; Frank et al., 2006) o no cambios (Peterson et al., 1994). 
Dado que tanto la IL-10 como la IL-4 contrarrestan los efectos de la inflamación reduciendo la 
síntesis de citoquinas proinflamatorias y de sus receptores, una disminución de estas 
citoquinas anti-inflamatorias podría potenciar la neuroinflamación asociada con la edad 
(Sawada et al., 1999; Heyen et al., 2000; Strle et al., 2001; Loane et al., 2009).  
 
Estos hallazgos son consistentes con los obtenidos de los perfiles de expresión génica 
en cerebros de ancianos y de roedores viejos, que demuestran un aumento de la expresión de 
genes implicados en el estrés oxidativo, inflamación y activación glial, junto con una 




crecimiento y factores tróficos (Lee et al., 2000; Blalock et al., 2003; Godbout et al., 2005; 
Bishop et al., 2010). 
 
La activación microglial del cerebro envejecido favorece una respuesta inflamatoria 
exagerada tras un estímulo periférico o central (Godbout et al., 2005; Huang et al., 2008). El 
aumento de las citoquinas proinflamatorias, principalmente la IL-1ß, altera la fisiología normal 
del cerebro y contribuye a las deficiencias en el comportamiento asociadas a la edad (Lynch y 
Lynch, 2002; Yirmiya et al., 2002; Gemma et al., 2005). Se ha observado que la persistencia en 
el cerebro viejo de citoquinas proinflamatorias como la IL-1β, IL-6 y TNF-α se acompaña de una 
respuesta ante la enfermedad más duradera, deficiencias cognitivas y comportamientos 
depresivos (Godbout y Johnson, 2004; Chen et al., 2008; Abraham y Johnson, 2009). En este 
sentido, el hipocampo, que posee una alta densidad de receptores de citoquinas                   
pro-inflamatorias, es particularmente vulnerable a las deficiencias cognitivas inducidas tanto por 
el envejecimiento como por la inflamación (Parnet et al., 2002; Wilson et al., 2002; Mattson y 
Magnus, 2006). Los ratones viejos, a diferencia de los ratones jóvenes, presentan tras la 
activación innata del sistema inmune periférico niveles significativamente elevados de 
citoquinas proinflamatorias en el hipocampo junto con alteraciones en tareas específicas 
relacionadas con la actividad del hipocampo como el aprendizaje y la memoria (Barrientos et 
al., 2006; Chen et al., 2008; Rosczyk et al., 2008; Abraham y Johnson, 2009). El hecho de que 
las citoquinas puedan actuar directamente en neuronas del hipocampo y alterar la plasticidad 
sináptica, podría ser un posible mecanismo que explique las deficiencias cognitivas asociadas 
con la inflamación (Lynch, 2002; Balschun et al., 2004; Pickering y O’Connor, 2007). 
 
5.3.- Inflamación y desmielinización cerebral 
 
Numerosos estudios en humanos y animales sugieren que los mediadores inflamatorios 
están implicados en la etiopatogenía de enfermedades desmielinizantes como la esclerosis 
múltiple y el síndrome de Guillain-Barré. La lesión de los oligodendrocitos que acompaña a 
estas patologías ha sido atribuida a la acción de una gran variedad de tipos celulares y 
mediadores inflamatorios. Entre los mediadores celulares se incluyen células T activadas 
(Freedman et al., 1997), macrófagos de origen sistémico, astrocitos y microglía activada (Antel 
et al., 1994; Liuzzi et al., 1995). En cuanto a los mediadores inflamatorios en estudios in vitro se 
ha observado que los oligodendrocitos son lesionados por la exposición a TNF-α (Selmaj, 
Cross, et al., 1991; Selmaj, Raine, et al., 1991) y otros mediadores inflamatorios, como la IL-1β 
(Merrill, 1991; Brogi et al., 1997), interferon-γ (IFN-γ), óxido nítrico (Mitrovic et al., 1995), 
especies reactivas de oxígeno (Husain y Juurlink, 1995), complemento activado y glutamato 
(Oka et al., 1993). In vivo, la sobreexpresión en el cerebro del gen de TNF-α produce una 
desmielinización severa, apoptosis de oligodendrocitos y una muerte temprana de los ratones 
(Probert et al., 1995; Akassoglou et al., 1999).  
 
Estas evidencias sugieren que la neuroinflamación podría ser una causa subyacente de 
la desmielinización cerebral y de las alteraciones de la mielina propias del envejecimiento. De 
hecho, se ha observado que el envejecimiento de la sustancia blanca va acompañado de un 
incremento en la activación microglial (Sloane et al., 1999; Hinman et al., 2004), aunque la 
relación causa-efecto no está clara. En monos, los astrocitos reactivos (Sloane et al., 2000) y el 
número de células microgliales activadas aumenta dramáticamente con la edad, especialmente 




deficiencias cognitivas (Sloane et al., 1999). El aumento de la actividad de la sintetasa del 
óxido nítrico inducible (iNOS) de la microglia activada (Nakanishi, 2003) podría ser la causa del 
aumento de residuos de nitrotirosina en la sustancia blanca observada en monos viejos 
(Sloane et al., 1999). En el nervio óptico de monos viejos, se ha detectado por microscopía 
electrónica un aumento en el número de microglia y astrocitos hipertrofiados, y las células 
microgliales parecen haber fagocitado fibras de mielina (Sandell y Peters, 2002). Además, en 
monos y ratones viejos se ha observado un aumento significativo del número de 
oligodendrocitos activados por la unión de componentes de la cascada del complemento, 
característica patológica de la inflamación de las sustancia blanca en la esclerosis múltiple 
(Schwab y McGeer, 2002) y otras enfermedades neurodegenerativas (Yamada et al., 1990; 
Mouton et al., 2002). 
 
En la actualidad existe cierta controversia sobre el papel beneficioso o perjudicial de la 
neuroinflamación en el SNC (Schwartz et al., 1999; Yong, 2004). Varios trabajos han 
demostrado que la administración de citoquinas proinflamatorias en áreas lesionadas del 
cerebro ejercen acciones neuroprotectoras y/o promueven la regeneración axonal (Schwartz et 
al., 1999; Yong, 2004). Las citoquinas proinflamatorias como la IL-6 (Yamada y Hatanaka, 
1994; Matsuda et al., 1996; Loddick et al., 1998) y la IL-1ß (Mason et al., 2001) tienen un papel 
neuroprotector en el cerebro (Carlson et al., 1999; Campuzano et al., 2009). La IL-1ß promueve 
in vitro la proliferación de células de Schwann (Conti et al, 2002) y estimula directa e 
indirectamente la supervivencia celular (Herx et al., 2000; Diem et al., 2003). En el SNC 
promueve la síntesis de factores de crecimiento que inducen la proliferación y diferenciación de 
los progenitores de oligodendrocitos (Araujo y Cotman, 1992; Silberstein et al., 1996; 
Glazebrook et al., 1998) y la mielinización (Mason et al., 2001). 
 
5.4.- Inflamación e hipófisis 
 
Años de investigación han evidenciado que las citoquinas actuando por mecanismos 
autocrinos y/o paracrinos regulan la secreción hormonal y el crecimiento hipofisario.  
 
Se ha demostrado la síntesis de la IL-1 en la hipófisis anterior de ratas (Koenig et al., 
1990) y en adenomas hipofisarios humanos in vitro (Green et al., 1996). Estudios recientes en 
ratas sugieren la participación de esta citoquina en el desarrollo embrionario de la hipófisis 
(Moro et al., 2008). La expresión del gen del TNF-α también ha sido demostrada por RT-PCR 
en adenomas hipofisarios (Green et al., 1996), pero su síntesis en la hipófisis normal no ha sido 
confirmada. 
 
En cuanto a sus acciones, se ha demostrado que la IL-1 regula el crecimiento celular, 
inhibiendo el crecimiento de células hipofisarias de manera dosis y tiempo dependiente, 
aunque no tiene efecto en el crecimiento de las células tumorales GH3 (Renner et al., 1995). La 
IL-1ß estimula la proliferación celular de la hipófisis normal (Stepień et al., 1994). 
 
A pesar de que la literatura no es completamente consistente, las evidencias 
disponibles sugieren que la IL-1 estimula directamente la secreción de la mayoría de las 
hormonas de la hipófisis anterior, a excepción de la prolactina (PRL), cuya secreción es 
aparentemente inhibida (Bernton et al., 1987; Uehara et al., 1987; Arzt et al., 1999). La IL-1 




(Kovalovsky et al., 2004) y en células corticotropas humanas en cultivo (Gong et al., 2005). En 
cuanto al TNF-α también se ha demostrado su participación en la secreción de ACTH, GH, 
TSH y PRL, con resultados específicos dependiendo de los distintos modelos utilizados 
(Milenkovic et al., 1989; Koike et al., 1991; Harel et al., 1995). 
 
Recientemente se ha observado la expresión de la quimioquina CXCL12 en células de 
la hipófisis anterior (Horiguchi et al., 2012) y diversos estudios han sugerido que la interacción 
de CXCL12 con su receptor CXCR4 puede jugar un importante papel en el funcionamiento de 
la hipófisis. Así se ha demostrado su intervención en la regulación de la secreción hormonal de 
la hipófisis anterior (Florio et al., 2006; Massa et al., 2006) y en particular de la GH (Lee et al., 
2008). Se ha demostrado la expresión de CXCR4 en células somatotropas y existen datos in 
vitro en células hipofisarias normales y en células tumorales GH4C1 y GH3 de la participación 
de CXCL12 en la regulación de la secreción de la GH y en la proliferación de células 
somatotropas normales y tumorales (Lee et al., 2008). Se ha sugerido su implicación en la 
etiopatogenia de adenomas hipofisarios (Barbieri et al., 2007). 
 
En la actualidad no existen datos sobre el efecto del envejecimiento en la expresión 
hipofisaria de citoquinas y quimioquinas, ni sobre su implicación en las alteraciones endocrinas 
que acompañan al envejecimiento. 
 
5.5.- Sistema GH/IGF-I e inflamación 
 
Numerosas evidencias apoyan la existencia de una relación bidireccional entre el 
sistema GH/IGF-I y el sistema inmunológico. En humanos se ha demostrado que las citoquinas 
proinflamatorias TNF-α, IL-1 e IL-6 afectan al sistema GH/IGF-I a diversos niveles (Bernton et 
al., 1987; Fan et al., 1995, 1996; Wolf et al., 1996; De Benedetti et al., 1997; Barreca et al., 
1998). A su vez, la GH regula la función inmune como lo demuestran estudios in vivo e in vitro 
donde la GH estimula la secreción de citoquinas proinflamatorias como la IL-1ß, IL-6 y TNF-α 
(Tseng et al., 1997; Bozzola et al., 1998, 2003; Uronen-Hansson et al., 2003; Pagani et al., 
2005). Sin embargo, la administración de GH a pacientes con fallo cardiaco crónico disminuye 
los niveles circulantes de las citoquinas proinflamatorias TNF-α e IL-6 y de sus receptores 
solubles (Adamopoulos et al., 2002, 2003; Wollert y Drexler, 2003), sugiriendo, por tanto, un 
efecto antiinflamatorio de GH.  
 
Los estudios in vitro sugieren que la acción de GH sobre las células inmunes y la 
producción de citoquinas proinflamatorias está mediada por IGF-I (Geffner et al., 1990; 
Kooijman et al., 1996). Paradójicamente, la mayoría de estudios disponibles han descrito las 
acciones del IGF-I como antiinflamatorias. En este sentido estudios in vitro, con elevadas dosis 
del IGF-I, evidencian la capacidad del IGF-I de antagonizar a las citoquinas proinflamatorias en 
explantes de cartílago (Tyler, 1989), islotes de Langerhans (Mabley et al., 1997) y en células de 
la musculatura vascular lisa (Schini et al., 1994). Estudios in vivo han demostrado que el IGF-I 
disminuye la inducción de TNF-α e IL-1ß en el shock séptico (Inoue et al., 1995) y en 
quemaduras (Spies et al., 2001).  
 
A nivel cerebral, se ha observado una estrecha relación entre las citoquinas 
proinflamatorias y el IGF-I, especialmente entre el TNF-α e IGF-I. La sobreexpresión en el 




disminución de la expresión de IGF-I, y altera las concentraciones de diversas proteínas del 
sistema IGF-I capaces de modular sus acciones (Ye et al., 2003). Esto sugiere que una baja 
disponibilidad de IGF-I puede ser la responsable, al menos en parte, de los efectos 
perjudiciales de TNF-α en los oligodendrocitos y en la mielina descritos por Akassoglou et al. 
(1997) y por Probert et al. (1995). De la misma manera, los efectos citotóxicos de TNF-α 
observados en las neuronas granulares del cerebelo están asociados con un silenciamiento de 
las señales de supervivencia del IGF-I (Venters et al., 1999). Se ha demostrado que la adición 
in vitro del IGF-I rescata a las neuronas (Kenchappa et al., 2004) e inhibe la apoptosis de los 
oligodendrocitos y de sus precursores inducida por TNF-α (Ye y D´Ercole, 1999). In vivo, el 
IGF-I reduce la desmielinización de los ratones transgénicos de TNF-α (Ye et al., 2007), lo que 
apoya un posible papel neuroprotector de IGF-I frente a la inflamación mediada por TNF-α  
 
5.6.- Secretagogos de GH e inflamación 
 
Evidencias recientes sugieren un papel de ghrelina en la regulación de la inflamación 
(Taub, 2008; Hattori, 2009; Taub et al., 2010). La mayoría de los estudios realizados in vitro 
han demostrado que ghrelina ejerce un potente efecto inhibidor de la expresión del ARNm y de 
la proteína de las citoquinas proinflamatorias IL-1α, IL-1ß, TNF-α e IL-6 por linfocitos T, 
monocitos activados (Dixit et al., 2004) y células dendríticas (Taub, 2008). 
 
In vivo, el potencial de ghrelina como agente antiinflamatorio se ha puesto de manifiesto 
en varios modelos animales de la enfermedad inflamatoria intestinal (Gonzalez-Rey, Chorny, et 
al., 2006), artritis (Granado et al., 2005; Chorny et al., 2008), sepsis y endotoxemia (Chang et 
al., 2003; Li et al., 2004; Wu et al., 2007; Chorny et al., 2008), fallo cardiaco congestivo 
(Nagaya et al., 2001; Nagaya y Kangawa, 2003) y caquexia por cáncer (Hanada et al., 2003; 
Neary et al., 2004). 
 
El hecho de que ghrelina antogonice la producción de IL-6 (Dixit et al., 2004) tiene una 
gran importancia en el envejecimiento, ya que los niveles de IL-6 aumentan significativamente 
durante esta etapa (Ye y Johnson, 1999; Ershler y Keller, 2000) y en enfermedades comunes 
de la edad anciana (Sempowski et al., 2000; Zietz et al., 2001; Visser et al., 2002). El estudio 
de Dixit et al. (2009) demostró que la administración de ghrelina a ratones viejos producía una 
disminución significativa de los niveles de IL-1ß, IL-6 y TNF-α, entre otros marcadores 
inflamatorios. Estos resultados, junto con el hecho de que la expresión de ghrelina y de su 
receptor en las células inmunes disminuye con la edad, sugieren que una disminución de 
ghrelina puede estar implicada en el aumento de la inflamación sistémica con la edad. Se ha 
postulado que la administración de ghrelina en el envejecimiento podría mejorar el patrón 
inflamatorio propio del envejecimiento (Taub y Longo, 2005; Taub et al., 2010). 
 
Algunos estudios recientes han abordado el papel de ghrelina en el tratamiento de 
patologías que cursan con neuroinflamación como lesiones cerebrales, isquemia cerebral, 
Alzheimer y enfermedades autoinmunes del sistema nervioso. En estos estudios se ha 
demostrado la capacidad de ghrelina de disminuir las citoquinas proinflamatorias y de ejercer 
acciones neuroprotectoras en un modelo de daño cerebral inducido por hemorragia 
subaracnoidea (Erşahin et al., 2010), en hipoxia cerebral (Cheyuo et al., 2011), en daño 
cerebral por traumatismo (Bansal et al., 2010), dolor neuropático mediado por inflamación 




al., 2009). El potencial terapeútico de ghrelina en el tratamiento de enfermedades 
desmielinizantes que cursan con inflamación ha sido puesto de manifiesto por Theil et al. 
(2009). En la encefalomielitis experimental autoinmune la administración de ghrelina atenúa la 
progresión y la severidad de la enfermedad y disminuye los niveles del ARNm de citoquinas 





6.- MEMORIA Y ENVEJECIMIENTO 
 
 
6.1.- Eje GH/IGF-I y memoria 
 
Tanto en animales como en humanos, la alteración cognitiva más generalizada en el 
envejecimiento es la pérdida de memoria. Los primates no humanos exhiben deficiencias en la 
realización de tareas que implican a la memoria (Arnsten y Goldman-Rakic, 1985; Moss et al., 
1988; Rapp y Amaral, 1989). En roedores, se han observado deficiencias asociadas a la edad 
en la realización de tareas relacionadas con la memoria referencial espacial tales como el 
laberinto en agua de Morris y el laberinto de Barnes (Barnes, 1979) y en tareas que enfatizan la 
memoria de trabajo como el laberinto de brazos radiales y la alternancia de tareas (Barnes et 
al., 1980; Zornetzer et al., 1982). En humanos, es bien conocido que los ancianos muestran 
déficit de memoria (Light et al., 1991), en recuerdo libre y en memoria de reconocimiento 
(Burke y Light, 1981; Bowles y Poon, 1985; Guttentag y Madden, 1987; Hultsch et al., 1990) y 
en otras tareas de memoria que representan actividades de la vida diaria (West et al., 1992) 
como el recuerdo de información de los prospectos de medicinas, recuerdo de información 
topográfica cercana a sus casas, apariencia de objetos comunes y nombres y caras de 
compañeros (Maylor, 1990).  
 
A pesar de las numerosas investigaciones realizadas con el fin de comprender los 
mecanismos del aprendizaje y de la memoria y del deterioro que ocurre con la edad, la 
etiología de estas deficiencias aún permanece desconocida. Estudios recientes han sugerido la 
posibilidad de que el estado cognitivo esté asociado con los niveles de GH e IGF-I. Esto se 
fundamenta en la presencia de GH e IGF-I en el LCR y de los receptores R-GH y R-IGF-I en el 
cerebro (Johansson, Fowelin, et al., 1995; Nyberg y Burman, 1996). La presencia del R-GH en 
el hipocampo, una estructura cerebral de una importancia relevante en los procesos de 
aprendizaje y memoria, junto con el hecho de que las alteraciones cognitivas, uno de los 
rasgos característicos de la deficiencia de GH tanto en humanos (Deijen et al., 1996; Sartorio et 
al., 1996; Rollero et al., 1998) como en roedores (Noguchi, Sugisaki, Tsukada et al., 1982; 
Bouchon y Will, 1983), mejoren con el tratamiento con GH (Noguchi, Sugisaki, Watanabe, et 
al., 1982; Burman et al., 1995; Deijen et al., 1998) sugiere un efecto del eje GH/IGF-I en la 
cognición. 
 
En este sentido se ha demostrado una acción facilitadora de GH en la adquisición de la 
memoria (Hoddes, 1979), que podría reflejar un papel fisiológico de GH durante el sueño, ya 
que tanto la memoria como el aprendizaje son estimulados durante el periodo REM del sueño, 




al., 1980). En el SNC la GH potencia la memoria a largo plazo (Schneider-Rivas et al., 1995), 
efecto que podría estar mediado por CREB, dado que la GH estimula la fosforilación y la 
transactivación de CREB (Lobie et al., 1995), factor responsable de la formación de la memoria 
a largo plazo (Kornhauser y Greenberg, 1997). También se ha sugerido que la GH ejerce sus 
efectos sobre la memoria y otras capacidades cognitivas regulando los niveles de SS, péptido 
que influye en los procesos de aprendizaje y de memoria (Alvarez y Cacabelos, 1990) y cuya 
expresión es estimulada por GH en el cerebro de la rata vieja (López-Fernández et al., 1996). 
 
Dado que la actividad del eje somatotropo disminuye con la edad, se ha sugerido que 
este estado de hiposomatotropismo relativo podría ser un factor determinante en la disminución 
de las funciones cognitivas asociadas al envejecimiento (Rollero et al., 1998; Aleman et al., 
1999) y en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Connor et 
al., 1997; Connor y Dragunow, 1998). En ratas viejas la disminución de la microvasculatura 
cerebral está asociada con bajos niveles de GH e IGF-I (Sonntag et al., 1997). Todo esto 
sugiere que el hiposomatotropismo junto con un aporte vascular reducido en el cerebro podría 
contribuir a los cambios cognitivos observados en los ancianos 
 
A pesar de estas evidencias, todavía no se ha demostrado una relación directa entre la 
pérdida de actividad de los somatotropos y la función cognitiva durante el envejecimiento 
fisiológico. Algunos estudios han observado una correlación positiva entre los niveles de IGF-I 
total o el cociente IGF/IGFBP3 y la función cognitiva en individuos viejos (Morley et al., 1997; 
Kalmijn et al., 2000), pero estos resultados no han sido confirmados por otros estudios 
(Papadakis et al., 1995; Paolisso et al., 1997; Rollero et al., 1998). Curiosamente, los niveles de 
IGF-I, pero no los de GH, se correlacionan con parámetros cognitivos en los sujetos ancianos 
(Aleman et al., 2000).  
 
Aunque en sujetos adultos jóvenes con DGH, se ha observado un efecto positivo de la 
terapia con GH en la función cognitiva, en el bienestar psicológico y en la memoria a corto y a 
medio plazo (Deijen et al., 1996, 1998; Cummings y Merriam, 2003), no existe una clara 
evidencia de que el tratamiento con GH o con IGF-I mejore significativamente los parámetros 
cognitivos, la memoria o el estado de ánimo en sujetos ancianos (Friedlander et al., 2001; 
Cummings y Merriam, 2003; Liu et al., 2007).  
 
6.2.- Secretagogos de GH y memoria 
 
Un creciente número de estudios en roedores sugieren que la ghrelina está implicada 
en los procesos de memoria. En ratas, la administración intracerebroventricular de ghrelina, 
además de la inyección de ghrelina en el hipocampo, en la amígdala y en el núcleo de rafe 
dorsal estimula la retención de estímulos a evitar (Carlini et al., 2002, 2004, 2008) y el 
reconocimiento de objetos en ratas (Carlini et al., 2004). Diano et al. (2006) observaron que los 
ratones knockout de ghrelina presentaban deficiencias en la memoria, que mejoraban tras la 
administración de ghrelina exógena o de su mimético LY444711. De igual manera, en ratones, 
la disminución en el reconocimiento de objetos debida a la restricción crónica de comida se 
contrarresta por la administración de ghrelina (Carlini et al., 2008).  
 
Dado que los agonistas del receptor de ghrelina mejoran la retención memorística en 




tratar enfermedades que afectan a la cognición (Atcha et al., 2009; Carlini, Ghersi, et al., 2010). 
De hecho, la administración de ghrelina mejora las alteraciones de la memoria en un modelo en 
ratón de enfermedad de Alzheimer (Moon et al., 2011) y en un modelo de ratas diabéticas (Ma 
et al., 2011). En contraste con estos resultados que sugieren un efecto positivo de ghrelina en 
la memoria, también se ha observado una pérdida en la retención en pollos recién nacidos 
después de la administración de ghrelina (Carvajal et al., 2009). 
 
En humanos, los datos sobre los efectos de ghrelina en la capacidad cognitiva son 
dispares. Al contrario de lo observado en roedores, en ancianos recientemente se han 
correlacionado negativamente los niveles de ghrelina con la memoria (Spitznagel et al., 2010). 
Los efectos de ghrelina en la memoria de consolidación de procedimientos parecen ser más 
negativos que positivos (Dresler et al., 2010). 
 
El entramado neuroanatómico que integra a la ghrelina en la función de memoria aún no 
se comprende bien (Olszewski et al., 2008). En ratones, la ghrelina circulante alcanza el 
hipocampo donde se une a neuronas de la formación hipocampal, estimulando la formación de 
espinas dendríticas sinápticas y la generación de potenciación a largo plazo. De hecho, los 
ratones knockout de ghrelina tienen una reducida densidad de espinas sinápticas en 
comparación con los controles (Diano et al., 2006). En ratas, la administración de ghrelina 
reduce los valores umbrales para generar potenciación a largo plazo en el giro dentado y 
aumenta la síntesis de óxido nítrico mediante la activación de la NO sintasa (NOS) en el 
hipocampo (Carlini, Perez, et al., 2010). Dado que la actividad de NOS es diferente en 
animales entrenados que en los no entrenados, se ha sugerido que la NOS es uno de los 
factores endógenos del hipocampo que media los efectos de ghrelina en la memoria (Carlini, 
Perez, et al., 2010) . Por otro lado, en el estudio de Ma et al. (2011) la mejora de la memoria de 
las ratas diabéticas tratadas con ghrelina iba acompañada por un aumento en la expresión de 
BDNF y CREB en el hipocampo, sugiriendo su implicación en los efectos de ghrelina en la 
memoria.  
 
6.3.- CREB y memoria 
La proteína CREB es un miembro de una familia de factores de transcripción 
relacionados estructuralmente que se unen a ciertas secuencias del ADN llamadas "elementos 
de respuesta a AMPc" (cAMP Response Element, CRE) (Montminy, 1997; Silva et al., 1998). 
CREB se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro donde regula la transcripción 
de genes diana y su actividad es inducida en respuesta a calcio, neurotrofinas y señales de 
citoquinas, además de a una gran variedad de estímulos celulares (Silva et al., 1998; Shaywitz 
y Greenberg, 1999; Mayr y Montminy, 2001; Lonze y Ginty, 2002; Carlezon et al., 2005). La 
despolarización de la membrana y/o el aumento de AMPc estimulan fuertemente la 
fosforilización de CREB en la serina133, activando la transcripción dependiente de CREB 
(Gonzalez y Montminy, 1989; Sheng et al., 1991; Sánchez-Muñoz et al., 2010). 
En el SNC, se ha demostrado que CREB es esencial en el proceso de formación de la 
memoria. La transcripción dependiente de CREB es clave para la plasticidad sináptica de larga 
duración y para la formación de la memoria a largo plazo (Silva et al., 1998; Shaywitz y 




genéticos y farmacológicos en diversas especies han demostrado que CREB tiene un papel 
universal en la formación de la memoria, que abarca desde la memoria emocional hasta la 
memoria espacial y social (Yin et al., 1995; Bartsch et al., 1998; Josselyn et al., 2001; Jasnow 
et al., 2005). En ratas, la infusión intrahipocampal de un oligonucleótido anti-sentido frente al 
ARNm de CREB produce una pérdida de la memoria a largo plazo (Guzowski y McGaugh, 
1997). De igual manera, animales mutantes, con una reducción de hasta el 75% en los niveles 
de CREB, presentan una alteración de la memoria a largo plazo pero no de la memoria a corto 
plazo. Por el contrario, la sobreexpresión de CREB (Josselyn et al., 2001) o de un activador de 
CREB (Yin et al., 1995) estimulan la formación de la memoria a largo plazo en la rata y en 
Drosophila. 
En roedores viejos, estudios previos han evidenciado que durante el envejecimiento 
fisiológico se produce una disminución de la fosforilación de CREB en el hipocampo (Foster et 
al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Porte et al., 2008; Williams et al., 2008; Xu et al., 2010), que 
conlleva una marcada disminución de la actividad de CREB con la edad (Asanuma et al., 1996) 
y una reducción en la expresión de genes requeridos para la formación de la memoria a largo 
plazo, como el del BDNF. La disminución de la actividad de CREB puede contribuir a las 
alteraciones de la memoria que acompañan al envejecimiento fisiológico.  
 
6.4.- BDNF y memoria 
Los cambios dependientes de actividad de la plasticidad sináptica son considerados los 
mecanismos responsables del aprendizaje y de la formación de la memoria. Por lo tanto, se 
cree que una plasticidad sináptica anormal en el hipocampo durante el envejecimiento es uno 
de los mecanismos responsables de la pérdida de memoria asociada a la edad (Foster, 1999). 
En este sentido, dado que BDNF juega un importante papel en la plasticidad sináptica 
dependiente de actividad así como en la potenciación a largo plazo, hay un gran interés en 
definir su papel en el aprendizaje y la memoria (Yamada y Nabeshima, 2003). El hipocampo, 
que es esencial para la formación de la memoria a largo plazo en humanos y animales, es una 
importante diana de la acción de BDNF. Evidencias experimentales recientes apoyan el papel 
de BDNF en los procesos de memoria. La adquisición de la memoria y su consolidación están 
asociadas con un aumento de la expresión del ARNm de BDNF y con la activación de su 
receptor TrkB en el hipocampo (Hall et al., 2000; Roher et al., 2002; Yamada et al., 2002). En 
roedores se ha demostrado que la deprivación genética o farmacológica de BDNF o del 
receptor TrkB afecta al aprendizaje y a la memoria (Linnarsson et al., 1997; Minichiello et al., 
1999; Mu et al., 1999; Saarelainen, Lukkarinen, et al., 2000; Saarelainen, Pussinen, et al., 
2000; Alonso et al., 2002). En humanos, un polimorfismo de valina a metionina en el extremo 
5´de la proteína de BDNF se ha asociado con una pobre memoria episódica (Egan, Kojima, et 
al., 2003). 
A partir de estas evidencias se ha sugerido que la reducción de la actividad de CREB en 
el envejecimiento junto con una disminución de los niveles de BDNF en el hipocampo, podría 
afectar a la plasticidad sináptica que causaría a su vez una alteración de la memoria espacial 
observada en diversos test de comportamiento (Foster et al., 2001; Porte et al., 2008; Williams 





7.- FACTORES NEUROTRÓFICOS Y ENVEJECIMIENTO CEREBRAL 
 
7.1.- PÉPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO  
7.1.1.- VIP: distribución y acciones neurotróficas en el sistema nervioso central 
El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un polipéptido de 28 aminoácidos incialmente 
aislado de duodeno de cerdo, donde ejerce un potente efecto vasodilatador (Said y Mutt, 1970). 
Además de su presencia en el tracto gastrointestinal, VIP es un neuropéptido con una amplia 
distribución en el SNP y en el SNC de numerosas especies, observándose su máxima 
expresión en la neocorteza, el hipocampo, la amígdala y el hipotálamo de roedores (Larsson et 
al., 1976; Lorén et al., 1979; Sims et al., 1980; Obata-Tsuto et al., 1983) y humanos (Jégou et 
al., 1988; Ong y Garey, 1991; Benagiano et al., 1996; Hofman et al., 1996; Romijn et al., 1999). 
Se ha demostrado la presencia de VIP en cerebro de embriones de rata (Maletti et al., 1980; 
Jirikowski et al., 1982; Lorenzo et al., 1989) donde juega un importante papel durante el 
desarrollo (Brenneman et al., 1990). 
Los estudios funcionales y farmacológicos indican que VIP, como 
neurotransmisor/neuromodulador, está implicado en la regulación de la transmisión sináptica y 
de la excitabilidad neuronal (Borghi et al., 1979; Pawelzik et al., 1992; Sun et al., 2003). 
Además, controla elementos no neurales del cerebro, como los gliocitos y ciertos 
constituyentes de la pared de la microvasculatura, e interviene en la regulación local del flujo 
sanguíneo y del metabolismo cerebral (Matsuyama et al., 1983; Bevan et al., 1984; Gibbins et 
al., 1984; Edvinsson et al., 1993; Virgintino et al., 1996; Magistretti et al., 1998). 
Numerosas evidencias sugieren que VIP está implicado en la regulación de funciones 
cognitivas y psíquicas (Cottrell et al., 1984; Flood et al., 1990; Itoh et al., 1994; Chaudhury et 
al., 2008), ritmos circadianos que regulan las funciones neuroendocrinas, metabólicas y el 
comportamiento (Bechtold et al., 2008; Chaudhury et al., 2008; Gozes, 2008), procesos de 
histomorfogénesis, crecimiento y diferenciación de los tejidos nerviosos (Iwasaki et al., 2001; 
Karacay et al., 2003; Basille et al., 2006; Falluel-Morel et al., 2008) y procesos de protección y 
reparación del tejido nervioso en varias condiciones patológicas (Gozes et al., 2000; Hill, 2007; 
Falluel-Morel et al., 2008). Además, se ha observado que VIP estimula el metabolismo del 
glucógeno en la corteza cerebral, regula el crecimiento embrionario, y promueve la 
supervivencia de células neurales (Sorg y Magistretti, 1992; Brenneman et al., 1997). Un gran 
número de estudios han asociado a VIP con neuroprotección. La expresión de VIP aumenta 
durante la fase de formación de las sinapsis (Gozes et al., 1987) y VIP produce 
neuroprotección frente al bloqueo eléctrico (Brenneman, 1986). 
El estudio de los mecanismos de estas acciones llevó al descubrimiento del factor 
neurotrófico dependiente de actividad (ADNF) y de la proteína neuroprotectora dependiente de 
actividad (ADNP) cuya síntesis es estimulada por VIP en las células de glia y a través de las 
cuales VIP ejerce ciertas acciones neurotróficas (Gozes et al., 2003). VIP estimula la 
producción de BDNF por las células T en ratones. Dado que BDNF es un factor neurotrófico 




sentido se ha observado que VIP potencia la acción del glutamato sobre la expresión del BDNF 
(Pellegri et al., 1998).  
 
7.1.2.- Mecanismos de señalización intracelular de VIP: activación de CREB 
VIP ejerce sus acciones biológicas a través de receptores de membrana específicos 
pertenecientes a la super familia de receptores asociados a proteína G. Se han indentificado 
tres receptores para VIP incluyendo el receptor del PACAP (PAC1-R), que presenta baja 
afinidad por VIP, y dos receptores de VIP (VPAC1 y VPAC2) (Harmar et al., 1998; Laburthe et 
al., 2007). VPAC2 está involucrado en ciertos efectos neuroprotectores de VIP (Rangon et al., 
2005). También una variante del PAC-1 se ha relacionado con acciones neuroprotectoras de 
VIP (Pilzer y Gozes, 2006).  
Los VPAC están clásicamente asociados con la señalización mediada por AMPc 
aunque otras vías de señalización como la movilización de calcio y la activación de PKC 
también se han descrito. La señalización mediada por AMPc, con la consiguiente activación de 
la PKA y el factor de transcripción CREB, podría estar involucrada en las acciones del VIP 
sobre la mielinización. En este sentido, en estudios previos hemos observado que la activación 
de CREB es necesaria para la inducción de MBP por IGF-I (Palacios et al., 2005). Otros 
estudios (Gao et al., 2004) han demostrado que CREB juega un papel clave en el proceso de 
remielinización in vivo. La señalización a través de la vía de señalización de la PKC está 
implicada en acciones neuroprotectoras de VIP en cerebro de ratón durante el desarrollo 
(Greesens et al., 1998). 
 
7.1.3.- VIP y envejecimiento cerebral  
Numerosos estudios han evidenciado que el envejecimiento se acompaña de una 
disminución en el número de neuronas vipérgicas en diversas áreas cerebrales tales como la 
corteza cerebral (Huh et al., 1997), la amígdala, la substancia nigra (Andreose et al., 1994), el 
giro dentado del hipocampo y el núcleo supraquiasmático (Chee et al., 1988; Cha et al., 1995, 
1997). Además, en el envejecimiento se modifica la morfología de las neuronas vipérgicas, 
especialmente en la corteza cerebral, disminuyendo el número y la longitud de las dendritas y 
alterándose el eje de las neuronas vipérgicas que aparece más inclinado e irregular (Cha et al., 
1995). En concordancia con estos datos, también se ha descrito una reducción en los niveles 
de expresión del ARNm de VIP en el cerebro durante el envejecimiento (Gozes et al., 1988) y 
una pérdida del ritmo de secreción (Gozes et al., 1988; Krajnak et al., 1998; Duncan et al., 
2001; Kalló et al., 2004; Gerhold et al., 2005).  
Se ha sugerido que las células bipolares vipérgicas refuerzan la estimulación de las 
neuronas piramidales, sincronizando el funcionamiento de las redes verticales de neuronas 
piramidales. Por este motivo, la disminución en el número de las células vipérgicas en la 
corteza cerebral del cerebro viejo influiría en la precisa regulación de los sistemas implicados 
en las actividades motoras y/o sensoriales. Ciertos estudios sugieren que el bloqueo de la 
actividad de VIP in vivo puede producir deficiencias neurológicas y alteraciones del desarrollo 
neuronal, de la adquisición de reflejos y de los mecanismos de aprendizaje y memoria (Hill et 




Existen evidencias de que VIP está implicado en el mantenimiento del ritmo circadiano. 
En el núcleo supraquiasmático, principal regulador del ritmo circadiano, se ha descrito una 
disminución de neuronas vipérgicas en ratas (Chee et al., 1988) y en varones viejos (Zhou et 
al., 1995) que podría constituir el sustrato anatómico responsable de las alteraciones del ritmo 
circadiano que ocurre en el envejecimiento (Chee et al., 1988). Asimismo se ha observado una 
disminución de la expresión del VPAC2 en el núcleo supraquiasmático de las ratas viejas (Kalló 
et al., 2004). 
 
7.1.4.- VIP y mielinización 
Ciertas observaciones sugieren que VIP está implicado en el proceso de mielinización 
en el SNC y SNP. 
Las primeras evidencias de que VIP participa en la mielinización del SNP fueron 
obtenidas en modelos de seccionamiento del nervio ciático. Rayan et al. (1991) demostraron 
que tras la axotomía, se producía un rápido incremento en la expresión de VIP en los 
segmentos proximales del nervio donde comienza la regeneración axonal. En estudios 
posteriores se demostró que VIP estimula la regeneración axonal in vitro (Rayan et al., 1995) y 
promueve la remielinización de los nervios transeccionados tras su administración local (Zhang 
et al., 2002).  
En un modelo en ratón de leucomalacia periventricular, caracterizado por lesiones 
necróticas y quísticas de la sustancia blanca neocortical, se ha demostrado que VIP y sus 
análogos tienen un potente efecto neuroprotector de la sustancia blanca (Gressens et al., 1997, 
1999) previniendo la muerte temprana de los astrocitos y estimulando la reparación axonal tras 
la lesión (Gressens et al., 1998). VIP protege en el periodo perinatal, la sustancia blanca frente 
a lesiones inducidas por excitotoxicidad. Estas acciones están mediadas por el receptor VPAC2 
y la activación de las vías de señalización de PKC y MAPK (Passemard et al., 2011). El 
incremento de BDNF observado tras la administración de VIP (Passemard et al, 2011) induce a 
pensar en la participación de este factor neurotrófico en los efectos neuroprotectores de VIP. 
Estudios recientes sugieren una relación entre VIP y patologías de la mielina como la 
esclerosis múltiple. En la esclerosis múltiple, enfermedad inflamatoria, autoinmune y 
desmielinizante que cursa con una pérdida de oligodendrocitos en el SNC, se ha observado 
una baja concentración de VIP en el LCR (Andersen et al., 1984) y un patrón de expresión de 
los receptores VPAC2 alterado en las células Th en comparación con sujetos sanos (Sun et al., 
2006). En ratones el tratamiento con VIP reduce la incidencia y severidad de la encefalitis 
experimental autoinmune (EEA) (Gonzalez-Rey, Chorny, et al., 2006) lo que ha llevado a 
proponer a VIP como una alternativa terapéutica para el tratamiento de la esclerosis múltiple en 
humanos (Fernández-Martin et al., 2006).  
Los mecanismos a través de los cuales VIP ejerce sus efectos en la sustancia blanca no 
están completamente esclarecidos. VIP es un secretagogo de una gran variedad de factores 
promotores de la superviviencia neuronal incluido el ADNF, citoquinas e inihibidores de 
proteasas (Brenneman et al., 1987, 1997; Festoff et al., 1996; Gozes y Brenneman, 1996). 
Otros factores implicados en los efectos de VIP incluyen el BDNF y el IGF-I. Husson et al. 




por BDNF, corroborando estudios previos donde se había demostrado que VIP estimulaba la 
expresión del ARNm del BDNF (Martin et al., 1995; Pellegri et al., 1998). La implicación de   
IGF-I en los efectos de VIP sobre el crecimiento embrionario ha sido claramente puesta en 
evidencia por Servoss et al. (2001). A su vez, el bloqueo de VIP abole la acción proliferativa del 
IGF-I sobre células lactotropas (Fernández et al., 2003). 
 
7.1.5.- VIP e inflamación 
 
El VIP ejerce un amplio espectro de funciones biológicas, incluidas acciones en la 
inmunidad natural y adquirida (Pozo et al., 2000; Delgado y Ganea, 2001a; Gomariz et al., 
2001; Ganea y Delgado, 2002), la proliferación de células T y varias funciones de los 
macrófagos, como la fagocitosis y la quimiotaxis (Pozo et al., 2000; Delgado y Ganea, 2001a; 
Gomariz et al., 2001; Ganea y Delgado, 2002), además de bloquear la producción de las 
citoquinas IL-6, TNF-α, IL-12, NO y de quimioquinas inducidas por LPS (Martinez et al., 1998; 
Xin y Sriram, 1998; Delgado et al., 1999; Delgado y Ganea, 2001b). 
 
A nivel cerebral, también se ha observado un efecto antiinflamatorio de VIP. In vitro, VIP 
actúa como un potente factor desactivador de la microglia inhibiendo la producción de 
mediadores proinflamatorios inducidos por LPS (Delgado et al., 2002, 2003; Ganea y Delgado, 
2002). In vivo, la inhibición de mediadores proinflamatorios es responsable, al menos 
parcialmente, de los efectos neuroprotectores de VIP en un modelo murino de shock séptico 
(Delgado et al., 1999) y en un modelo de trauma cerebral (Delgado y Ganea, 2003). En este 
sentido ya hemos mencionado anteriormente la relevancia que están tomando las acciones 
antiinflamatorias del VIP en enfermedades desmielinizantes como la esclerosis múltiple 
(Gonzalez-Rey, Fernandez-Martin, et al., 2006). 
 
A pesar de que se considera que VIP actúa como un inmunomudolador intrínseco del 
cerebro que ayuda a prevenir la respuesta inmune mediante acciones antiinflamatorias, ciertos 
estudios han descrito acciones proinflamatorias de VIP en células epiteliales del túbulo renal 
proximal (Huang et al., 2012) y en osteoblastos (Natsume et al., 2010). En este sentido, 
Maimone et al. (1993) observaron que VIP induce la secreción de IL-6 por astrocitos en cultivo, 
mostrando un efecto sinérgico sobre la expresión de IL-6 con la de IL-1β y el TNF-α. Estos 
estudios, aunque escasos, sugieren que las acciones inmunomoduladoras del VIP pueden ser 
más amplias de lo que tradicionalmente se ha considerado. 
 
 
7.2.- FACTOR NEUROTRÓFICO DERIVADO DE CEREBRO 
7.2.1.- BDNF: localización y acciones 
 
BDNF es un factor neurotrófico de la familia de las neurotrofinas que fue aislado del 
cerebro de cerdo donde promueve el crecimiento de neuronas sensoriales (Barde et al., 1982). 
Se trata de una proteína de 252 aminoácidos, de los que 51 son idénticos al factor de 
crecimiento nervioso (NGF) de varias especies. Estos residuos comunes incluyen seis 
cisteínas, tres triptófanos y dos restos de fenilalanina así como la mayoría de los residuos de 




BDNF se mantiene también en la región precursora (Leibrock et al., 1989). 
 
BDNF, al igual que otras neurotrofinas, se sintetiza como un precursor (pro-BDNF de 32 
kDa) que posteriormente se escinde para generar el BDNF maduro (14 kDa) (Mowla et al., 
2001, Yang et al., 2009). Se ha descrito una tercera isoforma de BDNF con un peso molecular 
de 28 kDa, denominada BDNF truncado (Mowla et al., 2001). Tanto el BDNF maduro como el 
pro-BDNF son biológicamente activos, mientras que la función del BDNF truncado es 
desconocida.  
 
En el cerebro de rata adulto, el ARNm de BDNF se expresa en el hipocampo, corteza 
cerebral, cerebelo, estriado y amígdala (Castren et al., 1995; Dugich-Djordjevic et al., 1995; 
Kawamoto et al., 1996; Katoh-Semba et al., 1997). La proteína de BDNF también se expresa 
en la corteza cerebral, hipocampo, prosencéfalo basal, estriado, hipotálamo, bulbo raquídeo y 
en el cerebelo (Kawamoto et al., 1996) estando localizado en el cuerpo celular, las dendritas y 
en las fibras. En general, existe coincidencia en los lugares de expresión de BDNF (proteína y 
ARNm), aunque también se han descrito algunas discordancias. En humanos, el BDNF se 
expresa en el hipocampo, el claustrum, la amígdala, el septum y el núcleo del tracto solitario 
(Murer et al., 1999).  
 
De todas las neurotrofinas, las acciones de BDNF en las neuronas del SNC han sido las 
mejor caracterizadas. Se ha demostrado que BDNF juega un papel crítico en el desarrollo y en 
la plasticidad sináptica (Hofer y Barde, 1988; Lu y Figurov, 1997; McAllister, 1999), regula el 
desarrollo neuronal y sus funciones (Blum et al., 2002; Binder y Scharfman, 2004; Monteggia et 
al., 2004), estimula la supervivencia de las neuronas adultas y está implicado en el aprendizaje 
y comportamiento, en la eficiencia sináptica y en la conectividad neuronal (Ebadi et al., 1997; 
Tyler et al., 2002; Binder y Scharfman, 2004). Ligeros cambios en los niveles de BDNF, o en la 
expresión de diferentes polimorfismos de un solo nucleótido en el gen de BDNF se 
correlacionan con diferencias neuroanatómicas y cambios en el comportamiento en humanos y 
en modelos de ratones, que incluyen alteración de comportamientos alimentarios, alteraciones 
en la memoria episódica y susceptibilidad a desórdenes neuropsiquiátricos como la ansiedad y 
la depresión (Lyons et al., 1999; Egan, Weinberger, et al., 2003; Chen et al., 2006; Castrén y 
Rantamäki, 2008; Russo et al., 2009).  
 
7.2.2.- Receptores de BDNF: TrkB y P75NTR 
 
BDNF ejerce sus efectos biológicos en el sistema nervioso a través de dos tipos de 
receptores: el receptor tirosina quinasa B (TkrB) y el receptor de las neurotrofinas P75 (P75NTR) 
(Reichardt, 2006). El BDNF maduro se une selectivamente y con alta afinidad al receptor TrkB, 
mientras que el pro-BDNF interacciona preferiblemente con el P75NTR (Chao y Bothwell, 2002). 
 
En el SNC, la proteína del receptor TrkB se localiza en los cuerpos celulares, axones y 
dendritas (Fryer et al., 1996), observándose una amplia distribución en el cerebro con 
concentraciones máximas en la corteza cerebral, bulbo olfatorio, hipocampo, tálamo e 
hipotálamo, giro dentado, estriado, substancia nigra, cerebelo, bulbo raquídeo y motoneuronas 
espinales, y núcleos sensoriales del bulbo raquídeo (Yan et al., 1997; Drake et al., 1999). El 
ARNm del receptor TrkB se ha detectado en las mismas regiones descritas para su proteína, 




está regulada por el desarrollo (Fryer et al., 1996). En el hipocampo, se ha observado en las 
capas piramidales de la regiones CA1-CA4, en la capa granular del giro dentado, en los 
cuerpos celulares y en las dendritas de las neuronas granulares (Yan et al., 1997). Se ha 
demostrado la coexpresión de BDNF y de sus receptores en neuronas individuales del 
hipocampo y de la corteza cerebral (Kokaia et al., 1994), lo que sugiere que el BDNF puede 
actuar por mecanismos autocrinos/paracrinos en el SNC. 
 
BDNF también se une al receptor no selectivo de neurotrofinas de baja afinidad P75NTR, 
miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) (Bothwell, 1996; 
Kaplan y Miller, 2000). El receptor P75NTR carece de actividad catalítica intrínseca y transmite la 
señal mediante una serie de interacciones proteína-proteína mediadas por sus dominios 
intracelulares próximos a la membrana y dominios muertos (Lee et al., 2001; Hempstead, 
2002). La activación del receptor P75NTR puede causar apoptosis en una variedad de sistemas 
(Barrett, 2000). Cuando se coexpresa con el receptor Trk apropiado, el P75NTR  aumenta la 
afinidad de unión de la neurotrofina y puede contribuir a la discriminación del ligando de los 
diferentes miembros de la familia de los receptores Trk contribuyendo a los efectos biológicos 
clásicos de las neurotrofinas (Bibel et al., 1999; Hempstead, 2002).  
 
7.2.3.- BDNF y envejecimiento cerebral  
 
La expresión de BDNF y del receptor TrkB en ratas viejas varía dependiendo de la cepa 
de rata y de la técnica de cuantificación utilizada. Así, en función de la especie, el área 
estudiada y la técnica de cuantificación, se han descrito tres posibles escenarios: un aumento 
(Katoh-Semba et al., 1998), una disminución (Narisawa-Saito y Nawa, 1996; Hayashi et al., 
1997; Croll et al., 1998; Murer et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Silhol et al., 2005) o no 
cambio (Croll et al., 1998; Katoh-Semba et al., 1998; Webster et al., 2002; Bimonte et al., 2003) 
de los niveles de BDNF en el cerebro en el envejecimiento. 
 
Algunas de las alteraciones que ocurren en el envejecimiento como la disminución de la 
plasticidad neuronal (Burke y Barnes, 2006) y las alteraciones en LTP (Pang y Lu, 2004; Rex et 
al., 2005) con la consecuente alteración del aprendizaje espacial, pueden estar asociados con 
una disminución de BDNF o alteraciones en sus mecanismos de transducción de señales 
(Gooney et al., 2004). De hecho, la inducción de LTP en el giro dentado por BDNF está 
disminuida en el envejecimiento debido probablemente a alteraciones en la función del 
receptor. Rex et al. (2006) observaron que los cambios en la plasticidad neuronal podían ser 
revertidos por la inducción de BDNF endógeno mediante ampakina. Los cambios asociados al 
envejecimiento en la plasticidad hipocampal y en la zona subventricular también se revierten 
por manipulaciones ambientales (Mora et al., 2007) que aumentan la expresión del BDNF. 
 
La administración de BDNF normaliza el contenido de diversos péptidos en la corteza 
cerebral y en el hipocampo de ratas viejas (Croll et al., 1999). El BDNF también es necesario 
para el mantenimiento de las inervaciones noradrenérgicas (Matsunaga et al., 2004) y 
serotoninérgicas (Luellen et al., 2007) en el cerebro de la rata vieja.  
En ancianos, varios estudios han descrito cambios en las moléculas implicadas en 
plasticidad tanto a nivel central como periférico. Se ha observado que los niveles plasmáticos 




existiendo una correlación negativa entre los niveles de BDNF circulante y la edad en ancianos 
sanos (Ziegenhorn et al., 2007). También se ha relacionado la disminución de la expresión del 
ARNm de BDNF en el envejecimiento (Schaaf et al., 2001) con la pérdida de sinapsis en el giro 
dentado (Geinisman et al., 1992) y con las alteraciones de la memoria espacial (Geinisman et 
al., 1986). Por otro lado, dado que BDNF (Schuman, 1999) y el ARNm del receptor TrkB 
(Tongiorgi et al., 1997) se localizan dentro de las espinas dendríticas, y éstas están 
significativamente reducidas en individuos viejos (Hof y Morrison, 2004), se ha sugerido que 
existe una clara relación entre la expresión del ARNm de BDNF y del receptor TrkB con las 
alteraciones de las conexiones sinápticas en el envejecimiento.  
 
7.2.4.- BDNF y mielinización 
 
Numerosas evidencias sugieren la implicación de BDNF en la mielinización del SNP y 
del SNC. 
 
Estudios in vitro han demostrado que las células del linaje oligodendroglial expresan los 
receptores de BDNF, el P75NTR además del receptor completo y las isoformas truncadas del 
receptor TrkB (Cohen et al., 1996; Du et al., 2003). BDNF tiene un efecto diferencial en la 
supervivencia, proliferación o maduración de los oligodendrocitos dependiendo de la región del 
cerebro de la que procedan. Así, mientras que BDNF estimula la supervivencia de los 
oligodendrocitos del prosencéfalo basal (Van´t Veer et al., 2009) no afecta a los 
oligodendrocitos procedentes del nervio óptico (Barres et al., 1993) ni de la corteza cerebral 
(Du et al., 2003). Se ha sugerido que BDNF participa en la diferenciación de los 
oligodendrocitos del prosencéfalo basal a través del receptor TrkB completo y de la vía de la 
MAPK estimulando la síntesis del ADN e incrementando la expresión de la MAG, MBP y PLP 
por los oligodendrocitos (Du, Fischer, et al., 2006; Du, Lercher, et al., 2006; Van’t Veer et al., 
2009). 
 
Algunos estudios in vitro sugieren una doble acción de BDNF en la mielinización del 
SNP. Así, se ha demostrado que BDNF tiene una acción remielinizante a través del receptor 
P75NTR y una acción inhibidora de la mielinización mediada por el receptor TrkB (Xiao et al, 
2009).  
 
Numerosos estudios avalan el papel de BDNF en el desarrollo de los oligodendrocitos in 
vivo. En ratones BDNF -/-, cuya supervivencia postnatal es muy baja, algunos alcanzan 3 
semanas, se ha observado una disminución en el número de axones mielinizados en el nervio 
óptico, de los niveles del ARNm de la PLP y de la MBP en la corteza cerebral e hipocampo 
postnatal (Cellerino et al., 1997) y bajos niveles de la MBP en el hipocampo y en los núcleos 
del rafe (Djalali et al., 2005). La inyección de BDNF i.c.v. en los días P10 y P12 aumenta el 
ARNm de la PLP en el hipocampo en el día P14 (Cellerino et al., 1997). Los ratones BDNF+/- 
presentan un retraso en la mielinización de la médula espinal y del nervio óptico durante el 
desarrollo (Xiao et al., 2010) y una disminución de los progenitores NG2 y de proteínas de la 
mielina en el prosencéfalo basal a lo largo del desarrollo y en la edad adulta (Vondran et al., 
2010). 
 
Chan et al. (2001) demostraron que la inyección a crías de rata de BDNF en la 




proteínas de mielina en el nervio ciático sino que también aumenta el número de axones 
mielinizados y el grosor de la vaina de mielina. En ratones transgénicos con sobreexpresión del 
gen de BDNF se acelera la formación de mielina durante el desarrollo, y aunque no se altera el 
número de axones mielinizados, las vainas de mielina son más gruesas, incrementándose el 
diámetro axonal (Tolwani et al., 2004). 
 
En ratones con una deleción del receptor TrkB en el prosencéfalo, los niveles de MBP y 
el número de axones mielinizados en el cuerpo calloso y en el hipocampo están reducidos 
(Medina et al., 2004), sugiriendo que la señalización del receptor TrkB está implicada en el 
desarrollo de los oligodendrocitos y en la mielinización.  
 
Existen numerosas evidencias sobre el papel de BDNF en la regeneración de los 
nervios periféricos tras sufrir una lesión. Se ha observado un aumento post-lesión de la 
expresión del ARNm de BDNF en el nervio ciático que se mantiene durante varias semanas 
(Meyer et al., 1992; Funakoshi et al., 1993; Zhang et al., 2000). Además, tras la lesión del 
nervio ciático se produce una expresión diferencial de BDNF en diferentes subpoblaciones de 
neuronas sensoriales de la raíz de los ganglios dorsales de la médula espinal (Zhou, 1999) y 
en las células de Schwann de los nervios lesionados se incrementa la producción de BDNF 
(Meyer et al., 1992; Funakoshi et al., 1993). La presencia de BDNF en el lugar de la lesión 
podría favorecer la regeneración del nervio a través de mecanismos paracrinos y autocrinos. La 
inhibición de BDNF endógeno produce una dramática reducción en el número y en la 
elongación de axones mielinizados (Zhang et al., 2000). 
 
Se ha observado también un aumento de la expresión del receptor TrkB en neuronas 
sensoriales y motoras después de la lesión del nervio (Foster et al., 1994; Piehl et al., 1994) y 
su co-localización con BDNF en neuronas sensoriales lesionadas (Michael et al., 1999). Sin 
embargo, es improbable que el BDNF actúe a través de la vía del receptor TrkB dado que las 
células de Schwann únicamente expresan formas truncadas del receptor TrkB y su expresión 
disminuye tras la lesión nerviosa (Funakoshi et al., 1993). Lo más probable es que el BDNF 
actúe directamente sobre las células de Schwann uniéndose al receptor P75NTR que aumenta 
después de la lesión del nervio (Taniuchi et al., 1986, 1988; Gai et al., 1996).  
 
7.2.5.- BDNF e inflamación 
 
Existen cada vez más evidencias de que el sistema inmune contribuye al desarrollo y a 
la plasticidad neuronal (Vitkovic et al., 2000; Boulanger, 2009; Carpentier y Palmer, 2009). 
Aunque se ha demostrado que las citoquinas proinflamatorias IL-1ß y TNF-α liberadas por las 
células gliales regulan el desarrollo y la plasticidad de los circuitos neuronales (Deverman y 
Patterson, 2009), especialmente las vías nociceptivas (Schäfers y Sorkin, 2008; McMahon y 
Malcangio, 2009; Ren y Torres, 2009), los mecanismos responsables de estos efectos no están 
esclarecidos. Dado que BDNF es un importante mediador de la plasticidad sináptica (Huang y 
Reichardt, 2001; Poo, 2001; Cohen y Greenberg, 2008) y de la señalización nociceptiva (Pezet 
et al., 2002; Malcangio y Lessmann, 2003; Merighi et al., 2008; Latremoliere y Woolf, 2009), se 





Estudios previos en roedores han demostrado que la inflamación estimula la expresión 
de BDNF en neuronas primarias sensoriales (Cho, Kim, Park, et al., 1997; Cho, Kim, Zhou, et 
al., 1997; Kim et al., 2001; Obata et al., 2003; Qiao et al., 2008; Tarsa et al., 2010). BDNF y su 
receptor TrkB también se expresan en macrófagos (Artico et al., 2008) y mediante mecanismos 
autocrinos y paracrinos modulan la regeneración y la angiogénesis tras una lesión nerviosa 
(Kermani y Hempstead, 2007). Además, datos recientes sugieren que el pro-BDNF es un factor 
supresor de la migración e infiltración de los macrófagos y puede jugar un papel protector tras 
una lesión medular (Wong et al., 2010). 
 
Sin embargo, la información sobre los efectos de las citoquinas en la expresión de 
BDNF es escasa. En neuronas hipotalámicas in vitro, el TNF-α y la IL-1ß aumentan la 
expresión del ARNm de BDNF (Rage et al., 2006; Taishi et al., 2008). Balkowiec-Iskra et al. 
(2011) han demostrado en neuronas del ganglio trigémino in vitro que el TNF-α induce la 
expresión del ARNm de BDNF y de su proteína mediante la estimulación de la fosforilación de 
CREB, factor esencial en la regulación de la transcripción de BDNF (Shieh et al., 1998; Tao et 
al., 1998; West et al., 2001). La infusión intratecal de IL-6 en los ganglios de la raíz dorsal 
induce la expresión del ARNm de BDNF (Murphy et al., 2000). 
 
A su vez, diversos estudios han puesto en evidencia el papel neuroprotector de BDNF 
en los procesos neuroinflamatorios. BDNF promueve la proliferación celular, estimula la 
actividad fagocítica e inhibe la apoptosis microglial en el cerebro (Zhang et al., 2003). En un 
modelo animal de esclerosis múltiple el BDNF disminuye la expresión de TNF-α y estimula la 
expresión de IL-10 (Makar et al., 2009). Se ha sugerido que BDNF afecta a la neuroinflamación 
in vivo: la suplementación local de BDNF mediante un vector viral en el hipocampo lesionado 
de ratas epilépticas atenúa varios parámetros de inflamación, incluida la astrocitosis, la 
microcitosis y la expresión de la IL-1ß, siendo el efecto más prominente sobre la IL-1ß, cuya 
expresión es casi completamente inhibida (Bovolenta et al., 2010) 
 
En ratas con infarto cerebral el BDNF de la lesión isquémica, estimula la presencia de 
células microgliales reactivas y fagocíticas durante las primeras horas de la lesión, disminuye el 
contenido de TNF-α y la expresión del ARNm del TNF-α cerebral y aumenta el contenido y la 
expresión local de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Jiang et al., 2010). 
 
7.2.6.- BDNF e hipófisis 
Además de su expresión en el SNC el BDNF se expresa en la hipófisis (Kononen et al., 
1994; Conner et al., 1996; Givalois et al., 2001; Tapia-Arancibia et al., 2004). Mediante 
inmunohistoquímica Conner et al. (1996) demostraron una intensa expresión de la proteína de 
BDNF en el lóbulo intermedio de la hipófisis y una expresión dispersa en las células del lóbulo 
anterior. Existe una expresión relativamente alta del ARNm del receptor TrkB en estas mismas 
áreas hipofisarias (Kononen et al., 1994; Silhol et al., 2005). El BDNF puede funcionar como un 
mensajero intracelular participando en la regulación de algunas funciones hipofisarias. De 
hecho, algunos autores han demostrado en ratas que en el lóbulo anterior de la hipófisis el 
ARNm y la proteína de BDNF y el ARNm del receptor TrkB son rápidamente modificados por 




La hipófisis constituye la unión entre el SNC y la periferia dado que secreta hormonas a 
la circulación periférica en respuesta a señales procedentes del SNC. La hipófisis juega un 
papel fundamental en la respuesta endocrina que depende de la edad como los 
dramáticoscambios que ocurren en la pubertad y en el envejecimiento (Bernardis y Davis, 
1996; Lamberts et al., 1997). A pesar de que la función hipofisaria está controlada 
fundamentalmente por mediadores hipotalámicos, se ha sugerido que los cambios hipofisarios 
que ocurren en el envejecimiento pueden estar relacionados con alteraciones en la expresión 
local de factores reguladores intrínsecos (Schwartz, 2000) presentes en la hipófisis como las 
neurotrofinas y/o sus receptores. 
La información disponible sobre el efecto del envejecimiento en la expresión del BDNF 
en la hipófisis es contradictoria. En los estudios de Kononen et al. (1994; 1995) en ratas se 
observó que mientras que los niveles del ARNm de BDNF no se modificaban con la edad, los 
del ARNm del receptor TrkB disminuían. Rage et al. (2007) demostraron un aumento en los 
niveles de expresión del ARNm de BDNF hipofisario. Este aumento de la expresión del ARNm 
de BDNF no se traduce en un aumento de la expresión de la proteína, sugiriendo, por tanto, 
alteraciones en la regulación de la traducción de proteínas en el envejecimiento. En el mismo 











































































































En el presente trabajo se ha planteado estudiar la relación entre el declinar del eje     
GH/IGF-I y ciertas alteraciones cerebrales que tienen lugar durante el envejecimiento, y su 
posible reversibilidad tras la activación del eje GH/IGF-I mediante la administración de GH o 
GHRP-6. Para ello se han planteado los siguientes objetivos: 
 
 1.- Estudiar el sistema GH/IGF-I en el envejecimiento. 
 
1.1.- Confirmar las alteraciones hipofisarias que ocurren en el sistema GH/IGF-I durante 
el envejecimiento y su posible reversión tras el tratamiento con GH o GHRP-6. 
 
1.2.- Estudiar las alteraciones del sistema GH/IGF-I en el cerebro durante el 
envejecimiento y su posible reversión tras el tratamiento con GH o GHRP-6. 
 
 2.- Estudiar la influencia de GH sobre el proceso de mielinogénesis durante el 
desarrollo embrionario y en el envejecimiento utilizando dos modelos experimentales, in 
vitro e in vivo. 
 
2.1.- En los estudios in vitro en cultivos de células cerebrocorticales se ha planteado: 
  
• Estudiar la acción de GH sobre el desarrollo de las células oligodendrogliales. 
 
• Identificar las vías de señalización intracelular activadas por GH en el cultivo y 
determinar cúales de estas vías están implicadas en las acciones de GH sobre el 
proceso de oligodendrogénesis. 
 
2.2.- En los estudios in vivo en ratas viejas se ha planteado: 
 
• Analizar las alteraciones en la mielinización del SNC en el envejecimiento e 
investigar el efecto del tratamiento con GH. 
 
• Determinar el papel del IGF-I en la mediación de los efectos de GH sobre la 
remielinización del cerebro de la rata vieja. 
 
 3.- Estudiar la influencia del GHRP-6 sobre el proceso de mielinogénesis durante 
el desarrollo embrionario y en el envejecimiento, utilizando dos modelos experimentales 
in vitro e in vivo. 
 
3.1.- En los estudios in vitro en cultivos de células cerebrocorticales se ha planteado 
estudiar la acción del GHRP-6 sobre la diferenciación de las células oligodendrogliales. 
 
3.2.- En los estudios in vivo en ratas viejas se ha planteado investigar el efecto del 
tratamiento con GHRP-6 en el proceso de remielinización en el envejecimiento y determinar el 
papel del IGF-I en los efectos del GHRP-6 sobre la remielinización. 
 
 4.- Estudiar las posibles alteraciones de la expresión de BDNF cerebral e 




 5.- Analizar el patrón inflamatorio del cerebro y de la hipófisis en el 
envejecimiento y explorar el efecto del tratamiento con GH o GHRP-6. 
 
 6.- Analizar el efecto de GH y GHRP-6 sobre la alteración de la memoria en el 
envejecimiento. 
 
 7.- Investigar la interrelación entre el sistema GH/IGF-I y VIP en el cerebro. 
 
7.1.-  Estudiar el efecto de GH en las alteraciones de VIP en el envejecimiento. 
 
7.2.- Estudiar la influencia de VIP sobre el proceso de mielinogénesis durante el 
desarrollo embrionario y el envejecimiento utilizando dos modelos experimentales in vitro e in 
vivo. 
• En los estudios in vitro en cultivos de células cerebrocorticales embrionarias se ha 
planteado estudiar la acción de VIP sobre el desarrollo de las células 
oligodendrogliales y las vías de señalización implicadas en el efecto de VIP. 
 
• En los estudios in vivo en ratas viejas se ha planteado investigar el efecto del 
tratamiento con VIP en el proceso de remielinización en el envejecimiento y 
determinar el papel de BDNF e IGF-I como posibles mediadores de los efectos de 
VIP sobre la remielinización. 
 
 
 8.- Investigar el efecto de VIP en las alteraciones inflamatorias cerebrales en el 
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1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 
1.1.- Estudios in vitro 
 
Todos los estudios in vitro se han realizado en células cerebrocorticales de embriones 
de rata Sprague-Dawley de 17 días de edad embrionaria. Las madres procedían del criadero 
del Hospital Ramón y Cajal. 
 
1.2.- Estudios in vivo 
 
Para los estudios in vivo se han empleado ratas macho de la cepa Wistar adultas de 3 
meses y viejas de 24, 28 y 29 meses de edad. Los animales fueron suministrados por 
diferentes criaderos (Charles River Laboratorios España, S.A., Santa Perpetua de Mogoda, 
España; Janvier Laboratories, Le Genet-St-Isle, Francia). En algunos experimentos las ratas 
viejas se adquirieron a las 3 semanas de edad y se envejecieron en nuestro animalario. En 
otras ocasiones se adquirieron ratas ya envejecidas que permanecieron en nuestro criadero 
entre 7 y 10 días antes de su utilización. Las ratas adultas se compraron en el momento de 
realizar los experimentos y permanecieron en nuestro criadero entre 2 y 7 días antes de iniciar 
los experimentos. Hasta su utilización las ratas se mantuvieron en grupos de dos animales por 
jaula (ratas viejas) o de 4-5 animales por jaula (ratas adultas) con agua y comida ad libitum y 
bajo condiciones controladas de luz (ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad), 
temperatura (22±2 Cº) y humedad (48±2%). El mantenimiento y manipulación de los animales 
se realizó de acuerdo con las recomendaciones para la protección de animales utilizados en 
investigación, descritas en el Real Decreto 223/1988 de 14 de Marzo y Orden 13 de Octubre de 
1989. 
 
2.- DISEÑOS EXPERIMENTALES 
 
2.1.- ESTUDIOS IN VITRO: estudio del proceso de oligodendrogénesis in vitro 
 
2.1.1.- Estudio del efecto de GH sobre la oligodendrogénesis in vitro 
 
En los experimentos que se describen a continuación se empleó GH recombinante 
humana (Genotorm®, Pharmacia, Sant Cugat del Vallés, España). Antes de su uso la hormona 
fue reconstituida según las instrucciones del fabricante y conservada a 4ºC durante un máximo 
de 15 días. Este estudio se llevó a cabo en células cerebrocorticales embrionarias, sembradas 
en cubreobjetos, mediante el análisis de la expresión de las proteínas O4 y MBP por la técnica 
de inmunocitoquímica. Transcurridas las primeras 6 horas de cultivo en medio completo, las 
células se incubaron en medio definido con FGFb (25 ng/ml) (PeproTech, Londres, Reino 
Unido) durante 7 y 8 días para los experimentos de O4 y MBP respectivamente. Finalmente se 
expusieron a GH (50 ng/ml) en medio definido sin FGFb durante 4 días. Los controles 
recibieron sólo el medio. Concluido este periodo las células se procesaron para la 
determinación de O4 y MBP por inmunocitoquímica. 
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2.1.2.- Estudio de las vías de señalización implicadas en la inducción de O4 y 
MBP por GH 
 
Para la identificación de las vías de señalización que median o modulan el efecto de GH 
sobre O4 y MBP se efectuaron dos tipos de experimentos: 
 
1) Experimentos destinados al estudio del efecto de GH sobre la activación de 
quinasas y factores de transcripción. 
 
2) Experimentos destinados al estudio del efecto ejercido por el bloqueo de 
distintas rutas de señalización sobre la inducción de O4 y MBP por GH. 
 
2.1.2.1.- Experimentos destinados al estudio del efecto de GH sobre la activación 
de las vías MAPK y PI3K y el factor de transcripción CREB 
 
Este estudio se llevó a cabo en células cerebrocorticales sembradas en placas Petri de 
35 mm de diámetro (Sarstedt Int., Newton, NC, USA). Transcurridas las primeras 6 horas en 
medio completo, las células se incubaron en medio definido con FGFb (25 ng/ml) durante 8 
días. Finalmente se expusieron a GH (50 ng/ml) en medio definido sin FGFb durante 5, 10, 30 y 
60 minutos. Las células se procesaron para la determinación de las formas fosforiladas de ERK 
1/2, Akt y CREB por Western inmunoblot. 
 
2.1.2.2.- Experimentos destinados al estudio del efecto ejercido por el bloqueo de 
distintas rutas de señalización sobre la inducción de O4 y MBP por GH. Efecto de 
los inhibidores LY294002 y PD098059 
 
Este estudio se llevó a cabo en células sembradas en cubreobjetos mediante el análisis 
de la expresión de las proteínas O4 y MBP por inmunocitoquímica. Se siguió el mismo 
procedimiento de incubación descrito en el apartado anterior. Antes de la adición de GH las 
células se preincubaron durante 30 minutos con los inhibidores LY294002 (Alexis Corp., San 
Diego, CA, USA) a una dosis de 2.5 µM o PD098059 (Alexis Corp.) a una dosis de 15 µM y se 
mantuvieron en estas condiciones durante 4 días. Los grupos controles recibieron únicamente 
los inhibidores correspondientes. Finalizado el experimento las células se procesaron para la 
determinación de O4 y MBP por inmunocitoquímica. 
 
2.1.3.- Estudio del efecto de GHRP-6 sobre la inducción de MBP in vitro. 
 
En los experimentos que se describen a continuación se utilizó el péptido sintético 
liberador de GH, GHRP-6 (Bachem AG, Bubendorf, Suiza). Antes de su uso, el GHRP-6 fue 
reconstituido en agua destilada estéril y conservado a –20ºC hasta su utilización. Este estudio 
se llevó a cabo en las mismas condiciones experimentales que el estudio de GH. Las células 
se incubaron con distintas dosis de GHRP-6 (10-5 M a 10-9 M) durante 4 días. El análisis de la 











Figura 1. Estudios in vitro I: estudio del efecto de GH en la oligodendrogénesis y en las vías de señalización 
implicadas en la inducción de O4 y MBP. En todos los experimentos se utilizaron cerebros de embriones de rata 
de E17. Según el experimento las células se trataron con GH (50 ng/ml) y/o con los inihibidores LY294002 y 
PD098059. Posteriormente se analizó la inducción de O4 y MBP por inmunocitoquímica y la activación de ERK, Akt 






Figura 2. Estudio in vitro II: estudio del efecto de GHRP-6 en la oligodendrogénesis. Tras el tratamiento con 
GHRP-6 (10-6 M a 10-9M) se analizó la expresión de O4 y MBP por inmunocitoquímica en células de cerebro de 








Medio completo Medio  definido
(FGF)







1. Efecto de GH sobre oligodendrogénesis in vitro
2. Efecto de GH sobre la activación de MAPK, PI3K y CREB
Inhibidores
GH
Estudios in vitro I: Efecto de GH en la oligodendrogénesis.
6 h 8 días 5. 10, 30, 60 min
3. Efecto de los inhibidores LY y PD en la inducción de O4 y MBP por GH
LY 294002 /  PD 098059 .
Inmunocitoquímica
O4/ MBP
Medio completo Medio  definido
(FGF)
GH
6 h 8 días 30 min 4 días










Material y Métodos 
 
58 
2.1.4.- Estudio del efecto de VIP sobre la oligodendrogénesis in vitro 
 
En los experimentos que se describen a continuación se utilizó VIP sintético (Neo MPS, 
Polypeptide Laboratories, Estrasburgo, Francia). Antes de su uso VIP fue reconstituido en 
agua, alicuotado y conservado a –20ºC. Este estudio se llevó a cabo en células 
cerebrocorticales de embriones de rata de E17 sembradas en cubreobjetos mediante el análisis 
de la expresión de las proteínas O4 y MBP por inmunocitoquímica. Después de 6 horas en 
medio completo, las células se incubaron en medio definido con FGFb (25ng/ml) durante 4 
días. Finalmente se expusieron a diferentes concentraciones de VIP (10-7 M a 10-13 M) en medio 
definido sin FGFb durante 7 u 8 días para la determinación de O4 y MBP respectivamente. Los 
controles recibieron sólo el medio. Concluido este periodo las células se procesaron para la 
determinación de O4 y MBP por inmunocitoquímica. 
 
2.1.4.1.- Experimentos destinados al estudio del efecto ejercido por el bloqueo de 
distintas rutas de señalización sobre la inducción de O4 y MBP. Efecto de los 
inhibidores LY294002, PD098059 y H89 
 
Para la identificación de las vías de señalización que median o modulan el efecto de VIP 
sobre O4 y MBP se efectuó un experimento donde se estudió el efecto ejercido por el bloqueo 
de distintas rutas de señalización sobre la inducción de O4 y MBP por VIP. 
 
Este estudio se llevó a cabo en células sembradas en cubreobjetos mediante el análisis 
de la expresión de las proteínas O4 y MBP por inmunocitoquímica. Se siguió el mismo 
procedimiento descrito en el apartado anterior. Antes de la adición de VIP las células se 
preincubaron durante 30 minutos con los inhibidores: LY294002 (2,5 ,10 y 12 µM),        
PD098959 (15 y 50 µM) y H89 (Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA) (1, 5 y 20 µM). Los 
grupos controles recibieron solo los inhibidores. 
 
2.1.4.2.- Experimentos destinados al estudio del efecto de VIP sobre la activación 
del factor de transcripción CREB 
 
Este estudio se llevó a cabo en células sembradas en placas de Petri (35 mm de 
diámetro). Transcurridas las primeras 6 horas en medio completo, las células se incubaron en 
medio definido con FGFb (25 ng/ml) durante 4 días. Finalmente se expusieron a VIP (10-11 M) 
en medio definido sin FGFb durante los tiempos indicados (1, 5, 10, 30 y 60 min). Las células 















Figura 3. Estudios in vitro III: estudio del efecto de VIP en la oligodendrogénesis y de las vías de 
señalización implicadas en la inducción de O4 y MBP por VIP. En todos los experimentos se utilizaron cerebros 
de embriones de rata de E17. Según el experimento las células en cultivo se trataron con VIP (10-11 M) y/o los 
inihibidores LY294002, PD098059 y H89. Posteriormente se analizó la inducción de O4 y MBP por 
inmunocitoquímica y la activación del factor de transcripción CREB por Western inmunoblot. 
 
 
2.2.- ESTUDIOS IN VIVO 
 
Para los estudios in vivo se utilizaron ratas de diferentes edades: adultas 
jóvenes de 3 meses y viejas de 24, 28 o 29 meses. En este estudio se llevaron a cabo 
los siguientes experimentos: 
 
2.2.1.- Estudio del efecto del tratamiento intracerebroventricular con GH en la 
expresión de MBP y VIP en el cerebro de rata vieja 
 
Este experimento fue diseñado para analizar en el cerebro de ratas viejas la expresión 
de MBP y de VIP y el efecto del tratamiento con GH en estos parámetros. 7 ratas de 28 meses 
de edad recibieron una administración crónica intracerebroventricular (i.c.v.) de GH               
(0.5 µg/hora) en el ventrículo lateral derecho durante 7 días. Un número idéntico de animales 
controles adultos y viejos recibió un volumen igual de vehículo. Finalizado el tratamiento, las 
ratas se sacrificaron por perfusión por vía transcardial. Se extrajeron los cerebros para el 
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Figura 4: Diseño experimental para el estudio del efecto del tratamiento crónico con GH i.c.v. sobre la 
expresión de MBP y VIP en cerebro. Transcurrido el tiempo de tratamiento se extrajeron y procesaron los cerebros 




2.2.2- Estudio del efecto del tratamiento con GH subcutánea en el cerebro de rata 
vieja 
 
Este experimento se diseñó para analizar el efecto del tratamiento con GH subcutánea 
en el cerebro de ratas viejas. 7 ratas viejas de 29 meses se trataron con GH subcutánea (s.c.) 
(150 µg) a las 9.00h y 21.00 h, durante 7 días consecutivos. Los grupos controles de igual 
número de ratas adultas y de ratas viejas recibieron un volumen igual de suero salino. 
Transcurrido el tiempo de tratamiento, las ratas se sacrificaron por decapitación. Se extrajo la 
hipófisis, la corteza cerebral anterior y el hipocampo, para el análisis de MBP y CREB por 
Western inmunoblot. Los ARNms de los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS, 
BDNF, CXCL12 y citoquinas se midieron por RT-PCR a tiempo real. En suero se detectó el 
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Figura 5: Diseño experimental para el estudio del efecto del tratamiento subcutáneo con GH en el cerebro de 
rata vieja. Transcurrido el tiempo de tratamiento se procesaron los tejidos para analizar la expresión de MBP y 
CREB mediante Western inmunoblot y de los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS, BDNF, 




2.2.3.- Estudio in vivo del papel del IGF-I en la reversibilidad de la 
hipomienilización por GH del cerebro de rata vieja  
 
Para estudiar el papel del IGF-I en la remielinización inducida por GH en el cerebro de 
la rata vieja utilizamos el inhibidor del receptor del IGF-I, JB-1(Bachem). Se trató un grupo de    
6 ratas viejas de 24 meses con JB-1 s.c. De este grupo, 3 ratas se trataron con una dosis de     
10 µg de JB-1 y otras 3 con 30 µg de JB-1. JB-1 se inyectó 30 minutos antes que GH (150 µg) 
subcutánea. Como grupos controles utilizamos ratas viejas a las que únicamente se les inyectó 
GH y ratas viejas y jóvenes a las que se les inyectó suero salino. El tratamiento se realizó dos 
veces al día, inyectándoles a las 9.00 h y 21.00 h durante 7 días. Transcurrido el tiempo de 
tratamiento, las ratas fueron sacrificadas por perfusión por vía transcardial. Se extrajeron los 
cerebros y se procesaron para el análisis de la expresión de MBP por inmunohistoquímica 
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Figura 6: Diseño experimental para el estudio del papel del IGF-1 en el efecto de GH sobre la remielinización 
del cerebro de rata vieja. Se trataron dos grupos de ratas viejas con GH 30 minutos después de la administración 
de JB-1 (10µg y 30µg). Como grupos controles se utilizó un grupo de ratas viejas tratadas con GH y ratas viejas y 






2.2.4.- Estudio del efecto del tratamiento subcutáneo con GHRP-6 en el cerebro 
de rata vieja 
 
2.2.4.1.- Efecto de GHRP-6 en la expresión de MBP en el cerebro de rata vieja 
analizada por inmunohistoquímica 
 
En este experimento nos propusimos analizar la expresión de MBP y el efecto del 
tratamiento con GHRP-6 en este parámetro en el cerebro de ratas viejas. 7 ratas viejas de     
24 meses se trataron subcutáneamente con GHRP-6 (20 µg/kg de peso) a las 9.00 h y 16.00 h, 
durante 15 días consecutivos. Los grupos controles de 7 ratas adultas y 7 ratas viejas 
recibieron un volumen igual de suero salino. Después del tratamiento, las ratas de cada grupo 
fueron sacrificadas por perfusión por vía transcardial. Se extrajeron los cerebros para el análisis 






































Figura 7: Diseño experimental para el estudio del efecto del tratamiento subcutáneo con GHRP-6 sobre la 
expresión de MBP en el cerebro. Transcurrido el tiempo de tratamiento se extrajeron y procesaron los cerebros 




2.2.4.2.- Efecto del tratamiento con GHRP-6 subcutáneo: estudios por Western 
inmunoblot y por RT-PCR a tiempo real en el cerebro de rata vieja 
 
Este experimento se diseñó para confirmar el efecto del tratamiento con GHRP-6 en la 
reversibilidad de la hipomielinización del cerebro de ratas viejas mediante el análisis de la 
expresión de MBP por Western inmunoblot. Además, se analizó la expresión basal y el efecto 
del tratamiento con GHRP-6 sobre los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS, 
BDNF, CXCL12, citoquinas y la activación de CREB en hipófisis, corteza cerebral anterior e 
hipocampo. 8 ratas viejas de 29 meses se trataron subcutáneamente con GHRP-6 (20 µg/kg de 
peso) a las 9.00 h y 16.00 h, durante 15 días consecutivos. Los grupos controles de igual 
número de ratas adultas y de ratas viejas recibieron un volumen similar de suero salino. 
Después del tratamiento, las ratas fueron sacrificadas por decapitación. Se extrajeron la 
hipófisis, la corteza cerebral anterior y el hipocampo para el análisis de proteínas por Western 


























Figura 8: Diseño experimental para el estudio del efecto del tratamiento subcutáneo con GHRP-6 en el 
cerebro de rata vieja. Después del tratamiento se procesaron los tejidos para analizar la expresión de MBP y CREB 
mediante Western inmunoblot y de los componentes del sistema GH/IGF-I, ghrelina y R-GHS, BDNF, CXCL12 y 
citoquinas por RT-PCR a tiempo real. Se valoró el contenido del IGF-I en suero mediante RIA 
 
 
2.2.5.- Estudio in vivo del papel del IGF-I en la reversibilidad de la 
hipomielinización del cerebro de rata vieja por GHRP-6  
 
Al igual que hicimos con GH, estudiamos el papel del IGF-I en la remielinización 
inducida por GHRP-6 en el cerebro de las ratas viejas. Se trató a un grupo de 6 ratas viejas de 
29 meses de edad con JB-1 subcutáneo. 3 ratas se trataron con una dosis de 10 µg y otras      
3 con 30 µg de JB-1 dos veces al día durante 15 días. El JB-1 se inyectó 30 minutos antes que 
GHRP-6 (20µg/Kg). Como grupos controles utilizamos ratas viejas a las que únicamente se les 
inyectó GHRP6 y ratas viejas y adultas a las que se les inyectó el mismo volumen de suero 
salino. Transcurrido el tiempo de tratamiento, las ratas de cada grupo fueron sacrificadas por 
perfusión por vía transcardial. Se extrajeron los cerebros y se procesaron para el análisis de la 
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Figura 9: Diseño experimental para el estudio del papel del IGF-I en el efecto de GHRP-6 sobre la 
remielinización del cerebro de rata vieja. Se trataron dos grupos de ratas viejas con GHRP-6 30 minutos después 
de la administración de JB-1 (10µg y 30µg). Como grupos controles se utilizaron un grupo de ratas viejas tratadas 
con GHRP-6 y ratas viejas y adultas tratadas con suero salino. Se analizó la expresión de MBP en diferentes áreas 
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2.2.6.- Estudio del efecto de VIP en el cerebro de rata vieja y los mecanismos 
implicados 
 
2.2.6.1.- Efecto del tratamiento subcutáneo con VIP en el cerebro de rata vieja 
 
Este experimento fue diseñado para estudiar el efecto de VIP sobre el cerebro de ratas 
viejas. Ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con VIP (3 nmol) a las 9.00 h por vía 
subcutánea en días alternos durante 15 días. Las ratas adultas y viejas controles recibieron un 
volumen igual de suero salino. Transcurrido el tiempo de tratamiento, las ratas se sacrificaron 
por decapitación. Se extrajeron la corteza cerebral anterior y el hipocampo para el análisis de 
MBP y CREB por Western inmunoblot y los ARNms de los componentes del sistema GH/IGF-I, 




2.2.6.2.- Estudio in vivo del papel de BDNF como mediador de los efectos de VIP 
sobre el cerebro de rata vieja 
 
Con el fin de estudiar el papel de BDNF en la remielinización inducida por VIP en el 
cerebro de rata vieja, previamente a la administración de VIP, bloqueamos la acción de BDNF 
con inhibidores específicos de sus receptores: K252a y PEP5. 6 ratas viejas se trataron por vía 
subcutánea con el inhibidor K252a (Biomol, Exeter, Reino Unido): 3 ratas con una dosis 10
-4 M y 
otras 3 ratas con una dosis de 10-5 M. Otro grupo de 6 ratas se trató con el inhibidor PEP5 
(Calbiochem, Merck, USA): 3 ratas con una dosis de 500 ng y otras 3 ratas con una dosis de 
100 ng. 30 minutos después se les inyectó subcutáneamente VIP (3 nmol). Los inhibidores de 
K252a y PEP5 se reconstituyeron en PBS/10% DMSO. Como grupos controles se utilizaron ratas 
viejas tratadas exclusivamente con VIP y ratas viejas y adultas tratadas con el mismo volumen 
de suero salino. El tratamiento se realizó a las 9.00 h en días alternos durante 15 días. Una vez 
finalizado el periodo de tratamiento, se sacrificaron las ratas por decapitación. Se extrajeron la 




2.2.6.3.- Estudio in vivo del papel de IGF-I como mediador de los efectos de VIP 
sobre el cerebro de rata vieja 
 
Al igual que hicimos con GH y con GHRP-6, estudiamos el papel de IGF-I en los efectos 
observados en el cerebro de rata vieja tras el tratamiento con VIP. Utilizando el mismo patrón 
de administración que en experimentos previos, tratamos un grupo de 4 ratas viejas de 24 
meses de edad con 15 µg del inhibidor del receptor de IGF-I, JB-1, por vía subcutánea, 30 
minutos antes de tratarlas con VIP (3 nmol) a las 9.00 h en días alternos durante 15 días. 
Como grupos controles utilizamos ratas viejas tratadas con VIP y ratas viejas y adultas a las 
que se les inyectó suero salino. Una vez finalizado el periodo de tratamiento, se sacrificaron las 
ratas por decapitación. Se extrajeron la corteza cerebral anterior y el hipocampo para su 
posterior análisis, como se muestra en la Figura 10. 
 
 






Figura 10: Diseño experimental para el estudio del efecto de VIP sobre el cerebro de rata vieja y los 
mecanismos implicados. Se trataron ratas de 24 meses con VIP s.c. en días alternos durante 15 días. Se estudió 
el papel de BDNF en los efectos de VIP bloqueando la acción de BDNF con los inhibidores específicos de sus 
receptores: K252a y PEP5 30 minutos antes del tratamiento con VIP. Para estudiar el papel del IGF-I en los efectos de 
VIP se bloquearon los receptores de IGF-I mediante la inyección de JB-1 30 minutos antes de la administración de 
VIP. Como ratas controles se utilizaron ratas adultas y viejas a las que se les inyectó suero salino.  
 
 
2.2.7.- Efecto del tratamiento con GH y/o GHRP-6 en la capacidad cognitiva de 
ratas viejas: estudios comportamentales 
 
Se realizó este estudio con el fin de analizar si el tratamiento con GH o GHRP-6 
modifican la “alternancia espontánea” en las ratas viejas. 
 
El test de alternancia en laberinto Y es un test de comportamiento para evaluar la 
capacidad cognitiva de los roedores midiendo su habilidad para explorar nuevos ambientes. 
Cuando un roedor explora un brazo del laberinto, la siguiente vez opta por explorar un nuevo 
brazo distinto al que ha visitado previamente, lo que refleja el estado de memoria del animal al 
recordar el primer brazo al que entró. Esto se llama “alternancia espontánea” .Diversas áreas 
cerebrales como el hipocampo, septum, prosencéfalo, y corteza prefrontal están implicados en 
esta habilidad.  
 
Se utilizó un laberinto de plástico opaco en forma de Y con tres brazos formando un 
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y después del tratamiento con GH o con GHRP-6, para ello se emplearon ratas adultas y ratas 
viejas de 29 meses de edad. 
 
Para la realización del test, el animal se introduce en el laberinto por uno de los brazos, 
y se le permite moverse libremente para explorar los tres brazos durante 5 minutos. A lo largo 
del test, el animal debería mostrar una tendencia a entrar cada vez en un brazo no explorado 
con anterioridad. Para valorar el test se cuantifica el número de veces que el animal entra en 
un brazo, así como el número de veces que alterna de brazo para calcular posteriormente el 
porcentaje de alternancia. Se considera que el animal ha entrado en un brazo cuando están 




Figura 11: Diseño experimental para evaluar el efecto del tratamiento con GH y/o GHRP-6 en la capacidad 
cognitiva de ratas viejas. El test se realizó antes y después de la administración de GH o GHRP-6. Las ratas 
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3.1.- CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS DE CEREBRO DE FETO DE RATA 
 
3.1.1.- Material biológico 
 
Para el cultivo de células de cerebro de feto de rata se utilizaron ratas Wistar hembras 
adultas. En el día 17 de preñez (E17), tras anestesia de las madres con Fluothane (halotano) 
(AstraZeneca Farmaceútica, S.A. España), se extrajeron los embriones por procedimientos 
quirúrgicos asépticos, colocándolos en placas Petri con solución salina de Hank´s (Bio 
Whittaker, Walkersville, MD, USA). Después de ser extraídos los sacos embrionarios, los fetos 
se decapitaron y tras la apertura craneal mediante sección de la calota, se realizó la disección 
del encéfalo con la ayuda de una lupa binocular. Se conservaron ambos hemisferios cerebrales 
desechando el cerebelo y la región hipotalámica. Tras ser liberados de las meninges se 
depositaron en un tubo estéril con solución salina de Hank´s (Bio Whittaker). 
 
3.1.2.-Técnica del cultivo 
 
Una vez realizada la extracción de los hemisferios cerebrales, el material obtenido se 
trasladó a una campana de flujo laminar. Tras lavar los tejidos con solución salina de Hank´s, 
se resuspendieron en medio DMEM (Gibco, Invitrogen Corp., Paisley, Escocia, Reino Unido) 
suplementado con sueros y se dispersaron pasándolos 3-5 veces a través de una pipeta de    
10 ml y a continuación se sometieron a otros 3-5 pases suaves a través de agujas de calibre 
sucesivamente menor (20, 21 y 22 gauges) con el fin de disgregar individualmente las células. 
Concluido este proceso de dispersión se centrifugó la suspensión celular durante 5 minutos a 
750 r.p.m. Concluida la dispersión, y con el fin de poder emplear la misma densidad celular en 
todos los experimentos, se efectuó contaje celular en cámara de Neubauer, se ajustó el 
volumen de la suspensión para obtener la densidad deseada y finalmente se procedió a la 
siembra celular en las siguientes condiciones: 
 
-Para los estudios bioquímicos la siembra se efectuó en placas Petri de 35 mm de 
diámetro. El volumen de la suspensión celular se ajustó para obtener una densidad de    
2,7x106 células (totales)/ml y cada placa recibió 1,5 ml de dicha suspensión, lo que corresponde 
a una densidad celular de aproximadamente 4,5x105 células/cm2 o 4x106  células/placa. 
 
-Para los estudios morfológicos la siembra celular se efectuó en cubreobjetos circulares 
de 12 mm de diámetro alojados en placas multipocillo (24 pocillos) (Corning Glass Work, 
Corning, NY, USA). El volumen de suspensión celular se ajustó para obtener una densidad de 
3x106  células (totales)/ml depositándose 100 µl de la misma en cada cubreobjetos, lo que 
equivale a una densidad de 2,65x105 células/cm2 o 3x105 células/pocillo. Transcurridos          
30-60 minutos se añadieron 0,4 ml de medio de cultivo a cada pocillo alcanzándose un 
volumen final de 0,5 ml/pocillo. Previamente a la siembra celular, tanto placas como pocillos 
fueron tratados con poli-D-lisina (Sigma, Inc. St Louis, MO, USA) a una concentración de 15 
mg/ml durante un mínimo de 3 horas. Posteriormente se lavaron con agua destilada 
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Fue el medio empleado en todos los experimentos para la realización del cultivo y la 
incubación durante las primeras 6 horas. Su composición fue la siguiente: Dulbeco´s Modified 
Eagle Medium (DMEM) con 4,5 g/l de glucosa (Bio Whittaker), suplementado con 15% de suero 
fetal bovino (SFB) (Bio Whittaker), L-glutamina 4 mM (Bio Whittaker), penicilina 200 U/ ml 




Se empleó para la realización de todos los procedimientos experimentales salvo cuando 
se especifique lo contrario. Consistió en partes iguales de DMEM (4,5 g/l de glucosa) y Nutrient 
Mixture Ham´s F12 (Gibco) suplementado con L-glutamina 4mM, HEPES 0.35 %(Sigma), 
bicarbonato sódico 0.1 % (Merck, Darmstadt, Alemania), transferrina 50 µg/ml (Sigma), 
putrescina 10 µM (Sigma), corticosterona 100 nM (Sigma), selenito sódico 30 nM (Sigma), 
triyodotironina 15 nM (Sigma), penicilina 200 U/ml , estreptomicina 200 µg /ml, y anfotericina B 
0,5 µg/ml.  
 
Los medios de cultivo se prepararon frescos para cada experimento o cada 2 semanas 
y se filtraron en condiciones estériles en unidades de filtración (0.22 µm, Millex®-GS, Millipore 
Ibérica, Madrid, España) antes de su uso. 
 
3.1.4.- Protocolo de incubación. 
 
Seis horas después de la siembra celular, el medio completo se reemplazó por medio 
definido conteniendo FGFb (25ng/ml) (PeproTech) y las células de incubaron durante               
7 u 8 días en los experimentos de GH y GHRP-6 o 4 días en los de VIP. A continuación se 
expusieron a distintos agentes siguiendo los protocolos experimentales establecidos en cada 
experimento. Todas las incubaciones se llevaron a cabo en una atmósfera de 95% de aire y   
5% de CO2 saturada de humedad y a 37 ºC. 
 
Al final de cada experimento, las células se procesaron de diferentes formas, 





3.2.1.- Fijación y preparación de los cultivos celulares 
 
Los estudios inmunocitoquímicos se efectuaron sobre cubreobjetos alojados en placas 
multipocillo de 24 pocillos (Corning Glass Work).Transcurrido el tiempo de incubación 
establecido en cada caso, se retiró el medio de cultivo y las células se fijaron mediante 
inmersión en una solución de paraformaldehído (Merck) al 4% en PBS 0,1M pH 7,4 (Bio-Rad 
Laboratorios, Inc. Hercules, CA, USA) durante 15 minutos a 4ºC. Tras eliminar los restos de 
fijador mediante lavados con PBS 0,1M (3x5 minutos), las células se incubaron en una solución 
H2O2 (Merck, Hohenbrunn, Alemania) al 0,3 % (v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente 
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con el fin de bloquear la actividad peroxidasa endógena. A continuación, en los casos de 
localización intracelular del antígeno en estudio (MBP), las células se permeabilizaron mediante 
incubación durante 20 minutos a -20º C en una solución de etanol/acético en una proporción 
95:5. Después de nuevos lavados en PBS, y para evitar la unión inespecífica de los 
anticuerpos, las células permanecieron durante 20 minutos en una solución de bloqueo 
conteniendo 5% de suero normal de cabra (SNCa) (DAKO, Barcelona, España), glicina 0,02M 





Transcurrido el periodo de bloqueo, las células se incubaron con el anticuerpo primario 
correspondiente durante 16-20 horas a 4ºC. Para la identificación de preOD se empleó un 
anticuerpo monoclonal frente al antígeno de membrana O4 (cedido amablemente por el         
Dr. Paíno, Unidad de Investigación, Hospital Ramón y Cajal, Madrid, España) a una dilución 
1:10, y para la identificación de OD maduros se utilizó un anticuerpo monoclonal frente a MBP 
(Oncogene Research Products, Boston, MA, USA) a una dilución 1:300.Todas las diluciones de 
los anticuerpos primarios y secundarios se efectuaron en PBS 0,1M conteniendo 1% de SNCa. 
A continuación las células se lavaron con PBS 0,1M/glicina 0,02 M/BSA 0,1% (3x5 minutos) y 
se incubaron con un anticuerpo secundario frente a IgG de ratón (obtenido en cabra) (Dako) 
conjugado con biotina a una dilución de 1:200 y 1:400 para O4 y MBP respectivamente, 
durante una hora a temperatura ambiente. Después de nuevos lavados con PBS (3x5 minutos) 
se procedió a la incubación en el complejo ABC (Vectastain® Elite ABC Kit, Vector 
Laboratorios. Inc., Burlingame, CA, USA) diluido en PBS según las instrucciones del fabricante, 
durante una hora a temperatura ambiente. 
 
El revelado de la reacción se llevó a cabo mediante hidrólisis de diamionobenzidina 
(DAB) (Sigma), para lo cual las células se incubaron durante 5-10 minutos en una solución de 
tetrahidrocloruro de 3,3´ diaminobenzidina al 0.03 % y H2O2 al 0.01% (v/v) en PBS 0.1 M. Tras 
varios lavados con agua destilada, las células se contratiñeron con hematoxilina de Harris 
(Merck), se deshidrataron mediante sucesivas inmersiones en soluciones de etanol a 
concentraciones crecientes (70, 90, 100%), se aclararon con xilol y finalmente se montaron con 





3.3.1.- Fijación y preparación de los tejidos. 
 
Los animales fueron anestesiados mediante inhalación de halotano. Posteriormente se 
procedió a la apertura de la cavidad torácica y exposición del corazón y grandes vasos. A 
través del ventrículo izquierdo se insertó una cánula en la aorta ascendente, seccionándose a 
continuación la aurícula derecha para crear la salida del circuito de perfusión. A través de la 
cánula aórtica se infundieron en primer lugar aproximadamente 250 ml de heparina sódica al 
0,0125 % en suero salino fisiológico, seguidos de 800-1000 ml de la solución fijadora 
consistente en paraformaldehido al 4 % en PB 0,1M, pH 7,4 (NaH2PO4 39mM, Na2HPO4          
61 mM). Terminada la perfusión y tras la apertura del cráneo se extrajo el cerebro y se postfijó 
por inmersión en la misma solución fijadora durante 16-18 h a 4ºC. A continuación se procedió 
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a la crioprotección de los tejidos mediante su inclusión en una solución de sacarosa (Merck) al 
30% en PBS 0,1M a 4ºC por un periodo de 24-48 horas (hasta la sedimentación del tejido en el 
fondo del recipiente) y finalmente a su congelación bajo una capa gruesa de hielo seco 
pulverizado. Mediante el uso de un criostato (Cryocut 1800, Leica, Bensheim, Alemania) se 
obtuvieron secciones histológicas de 25 µm de espesor que se conservaron a –80 ºC en 




Todos los procedimientos referidos a continuación se realizaron en flotación, con 
agitación suave y a temperatura ambiente salvo que se especifique lo contrario. Antes de ser 
procesados, los tejidos fueron mantenidos a temperatura ambiente durante unos minutos y 
sometidos a lavado intensivo en PBS 0,1M pH 7,4 con el fin de eliminar todo resto de solución 
crioprotectora. Posteriormente los cortes se sometieron a un baño de citrato sódico durante      
3 minutos a 90 ºC, tras dejar enfriar los cortes 15 minutos se lavaron en PBS. A continuación se 
procedió al bloqueo de la actividad peroxidasa mediante incubación durante 15 minutos en una 
solución de H2O2 al 0,3 % (v/v) en PBS 0.1M. Después de nuevos lavados con PBS y con el fin 
de evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos, los tejidos permanecieron en una solución 
de bloqueo (PBS 0,1M, SNCa 5%, Tritón X-100 0,2%) durante una hora y seguidamente se 
incubaron con el anticuerpo anti MBP (Oncogene) correspondiente en una solución de PBS 
0,1M, SNCa 1% y Tritón X-100 0,2% durante 16-20 horas. Finalizado este periodo las 
secciones fueron lavadas con PBS e incubadas durante una hora con un anticuerpo secundario 
adecuado conjugado con biotina (Dako) y diluido en la misma solución empleada para la 
dilución del anticuerpo primario. A continuación se lavaron otra vez con PBS y se incubaron en 
el complejo ABC durante una hora más. Finalmente, tras nuevos lavados, se llevó a cabo el 
revelado de la reacción antígeno-anticuerpo mediante inmersión durante 3 minutos en la 
solución de revelado Liquid DAB+Substrate Chromogen System, (Dako). La reacción antígeno 
anticuerpo se paró mediante lavados con PBS, tras los cuales las secciones fueron montadas 
sobre portaobjetos SuperFrost®Plus (Menzel-Glaser, Braunschweig, Alemania), deshidratadas 
mediante inmersión durante 30-60 segundos en soluciones de etanol de concentraciones 
crecientes (70, 90, 100%) y aclaradas con xilol. Por último, se dejaron secar durante una 
noche, se cubrieron con cubreobjetos montados con DPX y se analizaron mediante 
microscopía óptica.  
 
Para la cuantificación de la inmunotinción se fotografiaron las zonas de interés con una 
cámara fotográfica Nikon FDX-35 y las imágenes obtenidas se procesaron mediante un 
digitalizador de imágenes Nikon Coolscan III. La intensidad de la señal se cuantificó mediante 
la aplicación informática NIH Image 1.62. 
 
3.4.- ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR WESTERN INMUNOBLOT 
 
Mediante esta técnica se analizó la expresión de MBP y CREB en extractos de 
proteínas de hipocampo y corteza cerebral anterior. Para la detección de MBP se empleó un 
anticuerpo monoclonal específico suministrado por Oncogene. Además, se analizó en extractos 
de células cerebrocorticales la activación de cuatro proteínas: las quinasas ERK1, ERK2, y Akt 
y el factor de transcripción CREB. 
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3.4.1.- Obtención de extractos de células procedentes de cultivo 
 
Estos estudios se llevaron a cabo en cultivos de células cerebrocorticales en placas 
Petri de 35 mm de diámetro. Tras los diferentes tratamientos las células se lavaron con PBS y 
se recogieron en solución de lisis (HEPES 50 mM, pirofosfato sódico 10 mM (Sigma),           
FNa 100 mM (Sigma), EDTA 2 mM (Sigma), VO4Na3 2 mM (Sigma), triton 1% (Bio-Rad), 
glicerol 10% (Merck), PMSF 2m M (Sigma), aprotinina 10 µg/ml (Sigma), leupeptina 10 µg/ml 
(Sigma) y se incubaron durante 15 minutos en hielo, la lisis se completó mediante una breve 
sonicación de 20 segundos. A continuación, los extractos celulares se centrifugaron a 14.000 
r.p.m. durante 15 minutos a 4ºC y el sobrenadante se guardó a –20ºC hasta su utilización. 
 
3.4.2.- Obtención de los extractos de tejidos 
 
Una vez las ratas fueron decapitadas se procedió a la apertura del cráneo y extracción 
del cerebro. La disección del cerebro se realizó en frío en una placa de Petri con suero salino. 
Se obtuvieron ambos hipocampos, corteza cerebral anterior de cada hemisferio e hipófisis, que 
fueron depositados en tubos eppendorff y sumergidos inmediatamente en nitrógeno líquido. 
Las muestras de tejido se almacenaron a -80º C hasta su procesamiento. 
 
Para la extracción de proteínas se homogenizaron los tejidos con un homogenizador 
eléctrico (Polytron®, Kinematica AG, Littau-Luzern, Suiza) en frío con buffer de lisis       
(HEPES 50 mM, pirofosfato sódico 10mM, fluoruro sódico 100mM, EDTA 2 mM, ortovanadato 
sódico 2 mM, Tritón X-100 1%, glicerol 10%, PMSF 2mM, aprotinina 10mg/ml y leupeptina 
10mg/ml) en una proporción peso volumen 1:8. Se incubó los homogeneizados en hielo 
durante 30 minutos, se centrífugo en frío a 14.000 r.p.m. durante 30 minutos y los 
sobrenadantes se alicuotaron y almacenaron a -80ºC hasta su utilización.  
 
3.4.3.- Cuantificación de proteínas 
 
Con el fin de analizar cantidades iguales de proteína de cada muestra se determinó la 
concentración de proteínas totales en el sobrenadante mediante el kit comercial de BCA (BCA 
TM Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). La posterior cuantificación se llevó 
a cabo mediante Nanodrop (Uv-Vis NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific). En los extractos de 
células procedentes de cultivo se determinó la concentración total de proteínas mediante el 
método de Bradford (Bradford, 1976), empleando albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma) para 
construir la curva patrón. La absorbancia de las muestras se medió a 595 nm en un 
espectrofotómetro GenesisTM (SpectronicTM Instruments, Inc., Rochester, NY, USA). 
3.4.4.- Electroforesis y transferencia de las proteínas 
 
La preparación de los extractos de proteínas (10-40µg/muestra) para la electroforesis se 
llevó a acabó igualando el volumen de todas las muestras con buffer de lisis y añadiendo 
posteriormente tampón de carga 3x (Tris-ClH 0,186M pH 6,8, SDS 9%, glicerol 15%,               
2-mercaptoetanol 6%, azul de bromofenol 250 µg/ml) para obtener una concentración final 1x. 
Finalmente, antes de ser aplicadas al gel las muestras se sometieron a una temperatura de 
90ºC durante 5 minutos para desnaturalizar las proteínas e inactivar las proteasas endógenas. 
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La preparación de los geles se realizó siguiendo los protocolos habituales para geles de 
proteínas (Laemmli, 1970). La separación de proteínas se realizó mediante electroforesis 
unidimensional en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y un sistema discontinuo 
formado por un primer gel de alineación (“stacking”) donde las proteínas se empaquetan antes 
de entrar en el gel de separación, lo que permite una mayor resolución. El gel de separación 
consiste en una mezcla de poliacrilamida (30% acrilamida (Sigma) y 0,8% bis-acrilamida     
(Bio-Rad), a una concentración final del 10% para todas las proteínas excepto para MBP para 
la que se utilizaron geles al 12,5%, Tris-base 0,4M pH 8,8, SDS 0,1%, persulfato amónico 0,1% 
(p/v) y Temed 0,1% (v/v). La solución del gel de alineación consistió en una mezcla de 
poliacrilamida a una concentración final del 3%, Tris-ClH 0,125M pH 6,8, SDS 0,1%, persulfato 
amónico 0,1% (p/v) y Temed 0,1% (v/v). La electroforesis se realizó mediante la aplicación de 
una corriente de 100 voltios en una cubeta S-600 (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, 
CA, USA) en presencia de buffer de electroforesis (Tris base 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM y 
SDS 1%).Terminada la electroforesis, las proteínas se trasfirieron por electrotransferencia a 
una membrana de polivinil difluoruro (PVDF) (Hybond™-P, Amersham Pharmacia Biotech, 
Buckinghamshire, Reino Unido) mediante una corriente continua de 25 voltios aplicada durante 
16 horas a 4ºC en tampón de transferencia (Tris base 25mM, glicina 192 mM, metanol 20%) 
 
3.4.5.- Detección de las proteínas (Inmunoblot) 
 
Una vez transferidas las proteínas, se procedió a la detección de las mismas mediante 
el uso de anticuerpos específicos. Para ello primero se incubó la membrana durante una hora a 
temperatura ambiente en una solución de bloqueo compuesta por un 5% de leche desnatada 
(Bio-Rad) y Tween-20 al 0,2% en PBS 0,01M para bloquear los lugares de unión inespecíficos 
de la membrana. A continuación la membrana se incubó con el anticuerpo primario en una 
solución de leche desnatada 0.05% y Tween-20 0.2% en PBS 0,01M, durante una hora a 
temperatura ambiente o a 4ºC durante toda la noche en el caso de CREB. Tras realizar tres 
lavados de 10 minutos con la misma solución para retirar el exceso de anticuerpo primario, la 
membrana se incubó con un anticuerpo secundario específico anti-IgG de ratón o conejo, 
según el anticuerpo primario empleado, conjugado con peroxidasa (Dako), diluido de nuevo en 
la misma solución, durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se retiró el exceso de 
anticuerpo secundario mediante tres lavados de 10 minutos en PBS 0,001M. Todas las 
incubaciones y lavados se realizaron en agitación leve. Las bandas inmunoreactivas se 
visualizaron mediante una reacción de quimioluminiscencia con el sistema de detección 
Supersignal® Substrate WB (Pierce, Rockford, IL, USA) como sustrato de la peroxidasa 
asociada al anticuerpo secundario. Tras incubar la membrana durante 5 minutos en el sustrato, 
se analizó la señal emitida mediante el sistema Gel Doc XR (Bio-Rad), donde se cuantificó la 
densitometría de las bandas mediante el programa Quantity One (Bio-Rad). En el caso de los 
Western de extractos celulares, tras ser incubada con este sustrato la membrana fue expuesta 
a una película de radiografía (MG-SR, Konica, Tokio, Japón) durante un tiempo variable entre 
15 segundos y 15 minutos, transcurridos los cuales se procedió al revelado de la misma. Tras 
el revelado de la película fotográfica, las señales obtenidas se procesaron con un digitalizador 
de imágenes (LaCie, modelo G520A, Massy Cedex, Francia) y su intensidad se cuantificó 
mediante densitometría utilizando la aplicación informática NIH Image 1.62. Los resultados 
obtenidos del análisis densitométrico se expresaron como unidades densitométricas arbitrarias 
(u.d.a.) desestimándose aquellos valores para los cuales no había homogeneidad en la carga. 
Finalizado el procedimiento, se confirmó la homogeneidad en la cantidad de proteína aplicada y 
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transferida mediante un stripping de la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente y 
reincubación con el anticuerpo de ß-actina (Sigma). 
 
3.5.- ANÁLISIS DE LA ACTIVACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
En el presente trabajo se analizó la activación de cuatro proteínas: las quinasas ERK1, 
ERK2, y Akt y el factor de transcripción CREB. Todas ellas se activan mediante fosforilación de 
residuos específicos, por lo que el análisis de su activación se efectúo mediante detección 
inmunológica de las formas fosforiladas de cada proteína, empleando para ello la técnica de 
Western inmunoblot según el protocolo descrito anteriormente. 
 
La identificación de las formas activas de MAPK, Akt y CREB se efectuó mediante el 
empleo de anticuerpos primarios que reconocen específicamente las formas fosforiladas de 
cada proteína: para el estudio de la activación de MAPK se empleó un anticuerpo monoclonal 
que reconoce las formas fosforiladas ERK1 y ERK2 (Sigma), a una dilución 1:15.000; para el 
estudio de la actividad de Akt se empleó un anticuerpo policlonal que reconoce 
específicamente la proteína fosforilada en Ser473 (Cell Signaling Technology®, Danvers, MA, 
USA) a una dilución 1:1000; finalmente para el análisis de la activación de CREB se empleó un 
anticuerpo policlonal que reconoce CREB específicamente cuando éste se halla fosforilado en 
Ser133 (Cell Signaling Technology®) a una dilución 1:600. 
 
Con el fin de normalizar los niveles de proteína fosforilada con respecto a la cantidad 
total (fosforilada y no fosforilada) de proteína, las membranas se lavaron con RestoreTM 
Western Blot Stripping Buffer (Pierce, Rockford, Illinois, USA) durante 1 hora a temperatura 
ambiente para eliminar los anticuerpos específicos frente a las formas fosforiladas y se 
reincubaron en presencia de un anticuerpo policlonal anti-MAPK (ERK1/2) (Sigma-Aldrich) a 
una dilución 1:10.000, un anticuerpo policlonal anti-Akt (Cell Signaling Technology®) a una 
dilución 1:1000 o un anticuerpo policlonal anti-CREB (Cell Signaling Technology®) a una 
dilución 1:500 capaces de reconocer todos ellos tanto las formas fosforiladas como no 
fosforiladas de las proteínas respectivas. Los resultados obtenidos se expresaron como 
unidades densitométricas arbitrarias (u.d.a) de la señal de la banda de proteína fosforilada 
corregidas respecto a la señal de la banda de proteína total. Los anticuerpos primarios 




Anticuerpo Dilución Casa comercial 
MBP 1:600 Serotec 
ERK-1/2-P 1:15.000 SIGMA 
ERK-1/2 1:10.000 SIGMA 
Akt-P ( Ser473) 1:1.000 Cell Signaling Technology 
Akt 1:1.000 Cell Signaling Technology 
CREB-P (Ser 133) 1:600 Cell Signaling Technology 
CREB 1:500 Cell Signaling Technology 





El ventrículo lateral derecho se localizó utilizando el atlas de Patxinos y Watson. Se 
anestesió a la rata mediante inhalación de halotano y se situó en el aparato de estereotaxia de 
tal forma que el extremo superior de la barra incisal quedara 3mm por debajo de la línea 
interaural, se expuso el bregma, punto desde el cual se midieron las coordenadas –0.8 mm 
anteroposterior, +1.4 mm lateral y 3 mm dorsoventral. Se implantó una cánula de acero 
inoxidable de 28 gauge en el ventrículo lateral, la cual iba conectada mediante un catéter de 
cloruro de polivinilo (Brain Infusión Kit II 3-5 mm, Alzet, Cupertino, CA, USA) a una bomba 
osmótica de infusión continua, minibomba osmótica Alzet model 1007D (Alzet® Osmotic 
Pumps,), que suministra un volumen de 0.5 µl/hora durante un periodo de 7 días. 
 
3.7.- RADIOINMUNOENSAYO DE IGF-I 
 
Tras el sacrificio de los animales por decapitación se recogieron las muestras de sangre 
de los vasos cervicales y tronco para la determinación de la concentración de IGF-I 
inmunoreactivo (IGF-I-IR) en suero. Cuando los animales se perfundieron las muestras de 
sangre se recogieron directamente del corazón antes de la perfusión. Las muestras se 
mantuvieron durante 4-6 horas a 4ºC antes de ser centrifugadas. Los sueros se almacenaron a 
–20ºC hasta el momento de la determinación de IGF-I-IR por RIA. Se utilizó un kit comercial de 
DSL (Mouse/Rat IGF-I RIA DSL-2900, Diagnostic Systems Laboratorios, Inc. Webster, Texas, 
USA). Para evitar posibles variaciones, todas las muestras de un mismo experimento fueron 
valoradas en el mismo ensayo y las muestras se valoraron por duplicado. 
 
3.8.- CUANTIFICACIÓN DEL ARNm POR RT-PCR A TIEMPO REAL 
 
Mediante esta técnica se cuantificaron en corteza cerebral anterior, hipocampo e 
hipófisis los ARNms de GH, R-GH, IGF-I, R-IGF-I, ghrelina, las dos isoformas del receptor de 
secretagogos R-GHS-1a y R-GHS-1b, BDNF, CXCL12, y las citoquinas IL1ß, IL-6, IL10, TNF-α 
y TGF-β. Las muestras de tejido se recogieron según se ha descrito anteriormente para el 
Western inmunoblot. 
Se utilizó el equipo de PCR en tiempo real de Applied Biosystem (7300 Real Time PCR 
System), empleando sondas especificas fluorescentes Taqman (Applied Biosystem, Lincoln 
Centre Drive Foster City, California, USA) marcadas con el  fluoróforo FAM. En este sistema, el 
primer ciclo en el que se detecta flourescencia se define como ciclo umbral Ct (Cycle threshold) 
y es inversamente proporcional a la cantidad de ADN inicial. 
 
3.8.1.- Extracción y cuantificación de ARN total 
 
Para el aislamiento de ARN total, los tejidos se homogenizaron en Tri Reagent 
(Ambion® for Applied Biosystems): las cortezas cerebrales anteriores en 3 ml, los hipocampos 
en 2 ml y las hipófisis en 250 µl, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez 
extraído el ARN, se resuspendió en agua libre de nucleasas (Nuclease-Free Water, Ambion®) 
y se cuantificó mediante espectrofotometría ultravioleta midiendo la absorbancia a 260 nm en 
un NanoDrop (Uv-Vis NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific), estimándose la pureza del ARN 
mediante el cociente de la absorbancia a 260 y 280 nm. Las muestras cuyo cociente 260/280 
no se encontraban entre 1,7-2,2 fueron sistemáticamente desechadas. Además, se comprobó 
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la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa, de tal manera que se 
descartaron aquellas muestras cuyas bandas 28S y 18S no aparecieron como bandas 
discretas y aproximadamente en una proporción 2:1 respectivamente. 
 
3.8.2.- Transcripción reversa 
 
En todos los casos, 1 µg de ARN total fue sometido a una reacción de retrotranscripción 
usando random hexámeros como primers. Para la síntesis del ADNc se utilizó el kit High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem), siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. La reacción de retrotranscripción se llevó a cabo en un termociclador PX2 
(Thermo) con las siguientes condiciones de reacción: 25ºC durante 10 minutos, 37ºC durante 
120 minutos y 85ºC durante 5 segundos. Finalmente, las muestras de ADNc fueron 
almacenadas a -20ºC hasta su uso.  
 
3.8.3.- PCR cuantitativa 
 
La medida de la expresión génica utilizando la PCR en tiempo real es una cuantificación 
relativa, en la que se compara entre las diferentes muestras la expresión del gen objeto de 
estudio respecto a la expresión de un gen constitutivo cuya expresión no varía en las 
condiciones del experimento (control endógeno). Para ello, cada muestra se amplificó por 
duplicado, amplificándose en paralelo a cada producto de amplificación el ADNc del ARN 18S 
que se utilizó para corregir las variaciones en la cantidad y procesamiento del ARN de partida. 
 
Los ensayos Taqman (sonda+primer) empleados (todas de Applied Biosystem) se 
muestran en la siguiente Tabla: 
 
Ensayo Taqman Referencia Ensayo Taqman Referencia 
GH Rn 01495894-g1 R-GH Rn 00567298-m1 
Ghrelina Rn 00572319-m1 IGF-I Rn 99999087-m1 
R-GHS1 a Rn 00583419-s1 R-IGF-I Rn 00583837-m1 
R-GHS1b Rn 00821417-m1 TNF-α Rn 99999017-m1 
IL-6 Rn 01410330-m1 IL-1β Rn 00580432-m1 
IL-10 Rn 00563409-m1 CXCL12 Rn 00573260-m1 
TGF-ß Rn 00572010-m1 BDNF Rn 01484924-m1 
 
Para la PCR en tiempo real se utilizó el sistema 7300 Real Time PCR de Applied 
Biosystem, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo 
en un volumen final de 20 µl  usando 10 µl de TaqMan Gene Expresión Master Mix (Applied 
Biosystem), 1 µl del ensayo Taqman específico y 1 µl del ensayo Taqman para ARN 18S usado 
como control endógeno, en placas de 96 pocillos en sistema de PCR en tiempo real 7300. La 
amplificación se realizó mediante un primer ciclo de activación de la enzima AmpliTaq 
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polimerasa y desnaturalización del ADN, de 10 minutos a 95ºC, seguido de 40 ciclos 
consistentes en 15 segundos de desnaturalización a 95ºC y 1 minuto a 60ºC de hibridación y 
amplificación. 
 
3.8.4.- Cuantificación y análisis de datos 
 
El método utilizado se basa en la actividad 5-exonucleasa de la Taq polimerasa y en la 
amplificación durante la PCR de una determinada secuencia diana en presencia de una sonda 
fluorescente específica (sonda TaqMan) que hibrida con la secuencia diana que se está 
amplificando. La sonda TaqMan, de un tamaño aproximado de 20 a 30 bases, tiene unido un 
marcador fluorescente en el extremo 5´ y una molécula en 3´ que absorbe (“quencher”) la 
fluorescencia emitida por el marcador en el otro extremo. Además, esta sonda está fosforilada 
en 3´ para evitar su extensión durante la reacción de la PCR. Si la secuencia de interés está 
presente en la muestra, la sonda Taqman se hibrida específicamente con ella. Cuando se 
produce la etapa de extensión en la reacción de la PCR, la actividad 5´-exonucleasa de la Taq 
polimerasa degrada la sonda Taqman liberando el fluorocromo, que, al quedar separado del 
amortiguador, emite una señal que puede ser captada por el sistema óptico del equipo. Este 
proceso de degradación de la sonda tiene lugar en cada ciclo y es directamente proporcional al 
número de moléculas que están siendo amplificadas en cada uno de los ciclos y se puede 
visualizar por el incremento en la señal de fluorescencia. Además, la Taq polimerasa no digiere 
la sonda libre, sino únicamente la que está hibridada, por lo que la cantidad de señal 
fluorescente emitida es directamente proporcional a la cantidad de producto acumulado. La 
medida de la intensidad de la fluorescencia se realiza de manera continua, lo que proporciona 
una información dinámica en tiempo real del proceso. El sistema de detección permite 
establecer el ciclo umbral-Ct-cycle threshold- o ciclo de la PCR a partir del cual la cantidad de 
fluorescencia emitida alcanza un cierto nivel de detección. El Ct es el parámetro que se emplea 
para la cuantificacion y siempre se realiza en la fase exponencial de la curva. 
 
Llevamos a cabo una cuantificación relativa mediante el método ∆∆Ct en el que se 
comparan directamente los Cts del gen testado y del gen de referencia (∆Ct) en cada muestra, 
y posteriormente se comparan los ∆Ct de la muestra experimental con respecto a la muestra 
de referencia (∆∆Ct). Tomamos como referencia el valor de la muestra con mayor número de 
ciclos. 
 
A fin de conocer la cantidad de ADN inicial, es preciso realizar nuevas transformaciones 
matemáticas del valor Ct. El valor Ct de los productos se normalizó con el Ct del ARN 18S de 
cada muestra, y este valor a su vez se normalizó con el Ct del producto de amplificación del 
calibrador/Ct de RNA 18S del calibrador. Finalmente, se utilizó la transformación 2-∆∆Ct y los 
resultados fueron expresados en unidades arbitrarias (U.A.), representando el número de 
veces mayor que la referencia, habiéndose tomado como referencia el ∆Ct de la muestra con 









Figura 8: Representación de los perfiles típicos de amplificación por PCR con sondas Taqman.
Representación del perfil de amplificación de muestras con el ensayo Taqman para BDNF usando como control 

















































































































A.-SISTEMA GH/IGF-I EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
1- ALTERACIONES HIPOFISARIAS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN RATAS VIEJAS 
 
1.1.- Expresión del ARNm de GH en la hipófisis de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Con la finalidad de confirmar que las ratas viejas utilizadas en el presente trabajo 
presentaban las alteraciones de la expresión del gen de GH asociadas al envejecimiento así 
como la sensibilidad de la hipófisis al tratamiento con GH y GHRP-6, se estudió el nivel de 
expresión del ARNm de GH en hipófisis.  
 
Como se observa en la Figura 1, la expresión del ARNm de GH en la hipófisis de ratas 
viejas se encuentra marcadamente disminuida con respecto a la de las ratas adultas. El 
tratamiento con GH produjo una disminución significativa en la expresión del ARNm de GH en 
la rata vieja en comparación con las ratas no tratadas de la misma edad. Por el contrario, el 
tratamiento con GHRP-6 no modificó la expresión del ARNm de GH. 
 
Estos resultados sugieren que la GH exógena ejerce una acción inhibitoria de la 
expresión del ARNm de la GH hipofisaria, lo que confirma que la hipófisis de las ratas viejas 
mantiene su sensibilidad a la regulación por GH en el envejecimiento. Además, la demostración 
de la autorregulación de GH a nivel hipofisario evidencia la efectividad del tratamiento con GH 





Figura 1. Expresión del ARNm de GH en la hipófisis. Cuantificación de los niveles del ARNm de GH mediante 
PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces 
día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los resultados se expresan como la media ± EE y en 
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1.2.- Expresión del ARNm del IGF-I en la hipófisis de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Además de ser considerado el principal mediador de las acciones de GH, el IGF-I juega 
un importante papel en la regulación de su secreción, siendo capaz de inhibir selectiva y 
específicamente tanto la transcripción del gen de la GH como su secreción hipofisaria. 
 
Confirmando resultados previos de nuestro laboratorio (Velasco et al., 1998) se observó, 
como se muestra en la Figura 2, que la disminución del ARNm de GH en la hipófisis va 
acompañada de un aumento significativo del ARNm del IGF-I en la hipófisis de ratas viejas. El 
tratamiento con GH no modificó la expresión del ARNm del IGF-I en la hipófisis, mientras que el 
tratamiento con GHRP-6 produjo un incremento significativo del ARNm del IGF-I en las ratas 





Figura 2. Expresión del ARNm del IGF-I en la hipófisis. Cuantificación de los niveles del ARNm del IGF-I en la 
hipófisis mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. 
(150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los resultados se expresan como la 
media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; ***, p<0,001; ns, no significativo. 
 
 
2- CAMBIOS PERIFÉRICOS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN RATAS VIEJAS: EFECTO 
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 EN LOS NIVELES CIRCULANTES DEL 
IGF-I 
 
El IGF-I circulante es considerado un marcador biológico de la actividad del eje  
GH/IGF-I. La disminución de la secreción de GH durante el envejecimiento se acompaña de 
una disminución de los niveles séricos del IGF-I. No existe unanimidad en la respuesta del  
IGF-I circulante al tratamiento con GH o GHS en el envejecimiento. 
 
Nuestros resultados confirman que el envejecimiento se acompaña de una disminución 
de los niveles circulantes del IGF-I-IR. Como se observa en la Figura 3, el tratamiento con GH 
o GHRP-6 no produjo ningún cambio significativo en los niveles del IGF-I-IR en ratas viejas en 
comparación con las ratas viejas controles. 
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Figura 3. Niveles séricos del IGF-I-IR. Niveles del IGF-I en suero medidos por RIA en ratas adultas jóvenes (3m) y 
viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 
15 días). Los resultados se expresan como la media ± EE. ***, p<0,001; ns, no significativo. 
 
 
La disminución de la expresión de la GH hipofisaria y de los niveles circulantes 
del IGF-I confirman que en las ratas viejas utilizadas en este estudio existía una 




3.- CAMBIOS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS 
 
3.1.- Expresión del ARNm del receptor de GH (R-GH) en el cerebro de ratas viejas: 
efecto del tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Dado que el R-GH cerebral vehiculiza las acciones centrales de la GH, estudiamos el 
efecto del envejecimiento en la expresión del ARNm del R-GH en cerebro y su posible 
modulación por el tratamiento con GH o GHRP-6. 
 
Como se muestra en la Figura 4, el envejecimiento no altera los niveles del ARNm del 
R-GH ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Tampoco el tratamiento con GH o 
GHRP-6 produjo cambios significativos en los niveles del ARNm del R-GH en dichas áreas 
cerebrales. 
 
3.2.- Expresión del ARNm del IGF-I en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Aunque el IGF-I hepático es el principal mediador de las acciones de GH, es bien 
conocido que el IGF-I es además sintetizado en numerosos tejidos extrahepáticos, incluido el 
cerebro (D´Ercole et al., 1986). El IGF-I extrahepático, actuando de forma autocrina o 
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Dado que el efecto de la administración de GH y/o GHS sobre la expresión del gen del 
IGF-I en el cerebro en relación con la edad está poco documentada decidimos estudiar si el 
tratamiento con GH o GHRP-6 modificaba la expresión del ARNm del IGF-I en la corteza 
cerebral anterior y/o en el hipocampo de las ratas viejas. 
 
Como se muestra en la Figura 5 no se observan diferencias en la expresión del gen del 
IGF-I en la corteza cerebral anterior entre las ratas adultas jóvenes y las ratas viejas. En 
concordancia con estudios previos de nuestro laboratorio (Velasco et al., 2001), el tratamiento 
con GH produjo un aumento significativo del ARNm del IGF-I en la corteza cerebral anterior de 
las ratas viejas. Sin embargo, el tratamiento con GHRP-6 no modificó la expresión del ARNm 
del IGF-I en la corteza cerebral anterior.  
 
En el hipocampo, no se observan diferencias en la expresión del ARNm del IGF-I entre 
las ratas adultas jóvenes y los controles viejos. Tampoco se observó ningún cambio tras el 





Figura 4. Expresión del ARNm del R-GH en la corteza cerebral anterior e hipocampo. Cuantificación de los 
niveles del ARNm del R-GH por PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas 
con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los resultados se 
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Figura 5. Expresión del ARNm del IGF-I en la corteza cerebral anterior e hipocampo. Cuantificación de los 
niveles del ARNm del IGF-I por PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas 
con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los resultados se 





3.3.- Expresión del ARNm del receptor del IGF-I (R-IGF-I) en el cerebro de ratas 
viejas: efecto del tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Dada la importancia funcional del R-IGF-I, se cuantificaron los niveles del ARNm del    
R-IGF-I en la corteza cerebral anterior e hipocampo de los distintos grupos experimentales. 
 
Como se muestra en la Figura 6 no se observan diferencias en la expresión del gen del 
R-IGF-I en la corteza cerebral anterior entre las ratas adultas jóvenes y las ratas viejas. El 
tratamiento con GH produjo un aumento significativo del ARNm del R-IGF-I en la corteza 
cerebral anterior de las ratas viejas. Sin embargo, el tratamiento con GHRP-6 no modificó la 
expresión del ARNm del R-IGF-I en la corteza cerebral anterior. En el hipocampo, no se 
observan diferencias en la expresión del ARNm del R-IGF-I entre las ratas adultas jóvenes y 
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Figura 6. Expresión del ARNm del R-IGF-I en la corteza cerebral anterior e hipocampo. Cuantificación de los 
niveles del ARNm del R-IGF-I por PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y 
tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día/ 15 días). Los resultados 
se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. **, p< 0,01; ns, no significativo. 
 
 
Estos resultados sugieren que los niveles de expresión de los ARNms del R-GH, 
IGF-I y R-IGF-I no se modifican en el envejecimiento ni en la corteza cerebral anterior ni 
en el hipocampo. El tratamiento con GH induce la expresión del ARNm del IGF-I y del    
R-IGF-I en la corteza cerebral anterior pero no en el hipocampo de las ratas viejas. 
 
 
3.4.- Expresión de los ARNms de los R-GHS en el cerebro de ratas viejas: efecto 
del tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Además de su papel como regulador de la secreción de GH, la ghrelina ejerce diversas 
funciones en el SNC. Se cree que cambios asociados con la edad en la expresión local de 
ghrelina o en la de sus dos receptores, R-GHS-1a y R-GHS-1b, pueden tener importantes 
repercusiones en el SNC. Para evaluar si ocurren cambios en la expresión de ghrelina y/o sus 
receptores en el cerebro envejecido medimos la expresión de sus ARNms en la corteza 
cerebral anterior e hipocampo. Además, investigamos el papel de GH y de GHRP-6 en la 
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Los niveles de los ARNms del R-GHS-1a y del R-GHS-1b fueron indetectables en la 
corteza cerebral anterior. En el hipocampo (Figura 7) no hubo cambios relacionados con la 
edad en la expresión del ARNm del R-GHS-1a pero se observó una disminución significativa en 
la expresión del ARNm del R-GHS-1b. Ninguno de los tratamientos modificó la expresión de los 
ARNms de los R-GHS. Los niveles de ghrelina fueron extraordinariamente bajos no 




Estos resultados son la primera evidencia de una disminución de la expresión del 
ARNm del R-GHS-1b en el hipocampo de la rata vieja y sugieren un papel de la ghrelina 






Figura 7. Expresión de los ARNms de los receptores R-GHS-1a y R-GHS-1b en el hipocampo. Cuantificación 
por PCR a tiempo real de los ARNms de R-GHS-1a y R-GHS-1b en el hipocampo de ratas adultas jóvenes (3m) y 
viejas (29m) controles y tratados con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 
15 días). Los resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05; 
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B.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GH SOBRE EL PROCESO DE 
MIELINOGÉNESIS 
 
1.- EFECTO DE GH SOBRE LA OLIGODENDROGÉNESIS EN CÉLULAS 
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS 
 
1.1.- Efecto de GH sobre el número de precursores de OD y de OD maduros 
 
El papel de GH sobre el proceso de mielinización in vitro apenas ha sido explorado. En 
estudios aislados se ha observado que la GH es capaz de estimular la diferenciación de OD en 
agregados celulares cerebrales (Almazan et al., 1985).  
 
En este estudio nos planteamos confirmar el efecto de GH en el proceso de 
oligodendrogénesis durante el periodo perinatal e investigar las vías de señalización 
intracelulares implicadas utilizando cultivos de células cerebrocorticales embrionarias. El 
estudio de la acción de GH sobre los pre-OD se efectuó mediante inmunocitoquímica frente al 
antígeno lipídico O4 que es un marcador de OD inmaduros. El efecto de la GH sobre el número 
de OD maduros se investigó mediante inmunocitoquímica frente a MBP.  
 
En la Figura 8 se muestran los resultados del tratamiento con GH sobre los precursores 
de OD y OD maduros. La GH indujo un incremento tanto en el número de las células O4 (+) 
como de células MBP (+), lo que indica que, en las condiciones descritas, la GH es capaz de 
incrementar tanto la proliferación de OD inmaduros (expresión de O4) como la progresión de 
los mismos a OD maduros que expresan MBP.  
 
 
Figura 8. Efecto de GH en el número de células inmunoreactivas a O4 y MBP. Después de 7 u 8 DIV, para los 
experimentos de O4 o MBP respectivamente, las células cerebrocorticales fueron incubadas con GH (50 ng) durante 
4 días. Transcurridos estos tiempos la expresión de O4 y MBP se determinó mediante inmunocitoquímica. Los 






















Estos resultados sugieren que la GH es un importante factor de la diferenciación 
de los OD en células cerebrocorticales embrionarias confirmándose la implicación de GH 
en el proceso de mielinización y consecuentemente en el proceso de maduración 
cerebral durante el desarrollo embrionario. 
 
1.2.- Activación de MAPK y Akt: estudio tiempo-respuesta 
 
Una vez demostrada la efectividad de GH en el proceso de oligodendrogénesis in vitro, 
nuestro objetivo fue estudiar la implicación de las vías MAPK y PI3K en el efecto de la GH en 
dicho proceso.  
 
Se llevó a cabo un estudio tiempo-respuesta para valorar la capacidad de GH de activar 
la vía MAPK en nuestro sistema. El estudio de la activación de la vía MAPK (ERK1/2) se realizó 
mediante Western inmunoblot donde se determinaron las variaciones en la concentración de 
las formas fosforiladas y no fosforiladas de las isoenzimas ERK1 y ERK2 en respuesta al 
tratamiento con GH. 
 
El tratamiento con GH produjo una rápida estimulación de la fosforilación de ERK1/2 
que alcanzó un pico máximo de activación entre los 5 y 10 minutos regresando a los niveles 




Figura 9. Curva tiempo-respuesta de la activación de la vía MAPK (ERK1/2) por GH. Después de 8 DIV, las 
células cerebrocorticales fueron incubadas con GH (50 ng) durante 5, 10, 30 y 60 minutos. Autorradiografía 
representativa de un Western inmunoblot, donde se empleó un anticuerpo monoclonal que reconoce las formas 
fosforiladas de MAPK (ERK1/2) (panel superior). En el panel inferior se representan los controles de carga obtenidos 
mediante el empleo de un anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de ambas 
proteínas. 
 
Como reflejo de la activación de la vía PI3K se determinó la variación en las formas 
fosforiladas y no fosforiladas de Akt en respuesta a GH. (Figura 10). El tratamiento con GH 
resultó en un incremento de Akt fosforilado que fue evidente a los 5 minutos y máximo a los 30, 
manteniéndose los niveles elevados hasta los 60 minutos. Los niveles de Akt totales no se 
modificaron durante este tiempo. 
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Figura 10. Curva tiempo-respuesta de la activación de la vía PI3K/Akt por GH. Después de 8 DIV, las células 
cerebrocorticales fueron incubadas con GH (50 ng) durante 5, 10, 30 y 60 minutos. Autorradiografía representativa 
de un Western inmunoblot, donde se empleó un anticuerpo monoclonal que reconoce la forma fosforilada de Akt 
(panel superior). En el panel inferior se representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un 
anticuerpo policlonal que reconoce la forma fosforilada y no fosforilada de la proteína. 
 
 
Estos resultados confirman la capacidad de GH de activar las vías de señalización 
MAPK (ERK1/2) y PI3K en células cerebrocorticales de embriones de rata. 
 
1.3.- Efecto de los inhibidores PD y LY en la inducción de O4 y MBP por GH 
 
Demostrada la capacidad de GH de activar las vías de señalización de las MAPK y de la 
PI3K estudiamos la participación de cada una de estas vías de señalización en el proceso de 
oligodendrogénesis y en el efecto de GH sobre el mismo. 
 
Para ello, tras bloquear con inhibidores específicos cada una de las vías se estudió la 
expresión de O4 y MBP por inmunocitoquímica en células cerebrocorticales tratadas y sin tratar 
con GH. Para la inhibición de la vía de las MAPK se utilizó el inhibidor PD098059 (PD). La vía 
de señalización de la PI3K se bloqueó con el inhibidor LY294002 (LY). Finalmente procedimos 
al bloqueo simultáneo de ambas vías mediante la adición conjunta a los cultivos de ambos 
inhibidores.  
 
En la Figura 11 se observa como el bloqueo de la vía de las MAPK con el inhibidor 
PD098059 (15µg) y de la vía PI3K con el inhibidor LY294002 (2.5 µg) disminuyó marcadamente 
el efecto estimulador de GH sobre el número de células O4 (+) y MBP (+). Tanto PD como LY 
disminuyeron el número de células O4 (+) y MBP (+) en ausencia de GH. La presencia 
simultánea de ambos inhibidores abolió por completo la inducción de células O4 (+) y de    
MBP (+) en respuesta a GH. 
 
 
Estos resultados indican que la activación de las vías de señalización MAPK y 
PI3K está implicada en el proceso de oligodendrogénesis y en la inducción de dicho 
proceso por GH. 
 
 












Figura 11. Efecto del bloqueo de las vías MAPK (ERK1/2), con el inhibidor PD098059, y PI3K/Akt, con el 
inhibidor LY294002, sobre la inducción de O4 y MBP por GH. Las células cerebrocorticales se trataron con GH 
(50 ng) en presencia o ausencia de PD098059 (15 µM), LY294002 (2,5 µM) o ambos simultáneamente. El número 
de células positivas a O4 y MBP se analizó por inmunocitoquímica.  
 
 
1.4.- Efecto de GH sobre la activación de CREB 
 
El factor de transcripción CREB juega un importante papel en la diferenciación de los 
oligodendrocitos y en la síntesis de mielina (Sato-Bigbee et al., 1999). En estudios previos 
demostramos (Palacios et al., 2005) que CREB es necesario para la inducción de MBP por 
IGF-I. Estos datos nos llevaron a investigar el efecto del tratamiento con GH sobre la activación 
del factor de transcripción CREB en células cerebrocorticales embrionarias en cultivo. Puesto 
que la fosforilación de CREB en el residuo Ser133 se correlaciona con su actividad 
transcripcional, la capacidad de GH para activar este factor se evaluó mediante la 
determinación de la forma fosforilada de CREB. 
 
Como se muestra en la Figura 12, el tratamiento con GH indujo la fosforilación de 
CREB, que fue evidente a los 5 minutos y se mantuvo hasta los 60 minutos después de la 
adición de GH. La concentración de CREB total no cambió en este tiempo indicando que GH 


















Figura 12. Activación del factor de transcripción CREB por GH: estudio tiempo-respuesta. Después de 8 DIV, 
las células cerebrocorticales se incubaron con GH (50 ng) durante 5, 10, 30 y 60 minutos. Se muestra la 
autorradiografía de un Western inmunoblot representativo realizado con un anticuerpo específico frente a la forma 
fosforilada de CREB (panel superior). La misma membrana se incubó con un anticuerpo que reconoce tanto la forma 
fosforilada como no fosforilada de CREB (panel inferior).  
 
 
Estos resultados demuestran que la GH promueve la activación de CREB. Dado 
que CREB es necesario para la inducción de MBP por IGF-I, estos hallazgos sugieren la 





2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GH SOBRE LA REMIELINIZACIÓN DEL CEREBRO 
EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
 
2.1.- Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre la remielinización del cerebro de 
ratas viejas 
 
En el envejecimiento se produce una pérdida de sustancia blanca en el cerebro de ratas 
(Knox et al., 1989; Sugiyama et al., 2002), primates (Peters et al., 2000; Sloane et al., 2003) y 
humanos (Albert, 1993). La desmielinización que ocurre en el envejecimiento se acompaña de 
un aumento en el número de oligodendrocitos (Peters et al., 1991; Peters, 1996), la formación 
de mielina redundante y un incremento del grosor de las vainas de mielina. Estos cambios 
indican la puesta en marcha de un proceso de remielinización (Peters y Sethares, 2002). Este 
proceso reparador ocurre en todas las etapas de la vida, pero se vuelve menos eficiente con la 
edad (Gilson y Blakemore, 1993; Ashcroft et al., 1995; Shields et al., 1999) debido a un 
enlentecimiento en el ritmo de mielinización (Shields et al., 1999; Sim et al., 2000). La 
hipomielinización que se observa en el cerebro envejecido sería, por lo tanto, resultado del 
enlentecimiento del proceso reparador de remielinización. 
 
La hipomielinización cerebral presente en ratas viejas se acompaña de una disminución 
en la amplitud de los pulsos de secreción de GH y el consiguiente declive de los niveles 
circulantes del IGF-I, factor neurotrófico altamente implicado en oligodendrogénesis y 
mielinización (Woodruff y Franklin, 1999; Ye y D’Ercole, 1999; Hinks y Franklin, 2000). El papel 
de la GH sobre el proceso de oligodendrogénesis y mielinización del SNC in vivo es 
controvertido. La deficiencia de GH inducida inmunológicamente produce una alteración de la 
migración y diferenciación oligodendroglial, con el consecuente fallo de la mielinización (Pelton 
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et al., 1977). Además, los ratones Snell y Little dwarfs, ambos deficientes en GH, presentan 
alteraciones relacionadas con la mielinización, muchas de las cuales son revertidas después de 
la administración de GH (Noguchi, Sugisaki, Watanabe, et al., 1982; Noguchi, Sugisaki, 
Tsukada, 1982; Noguchi et al., 1983, 1985, 1988). Sin embargo, estudios posteriores (Lehman 
et al., 1999) no confirman estos hallazgos. 
 
La evidencia mostrada en el anterior apartado de que la GH activa el proceso de 
oligodendrogénesis in vitro, nos llevó a estudiar si la administración exógena de GH era capaz 
de revertir la hipomielinización cerebral asociada al envejecimiento.  
 
Con este objetivo un grupo de ratas viejas de 28 meses de edad se trataron con GH 
i.c.v. durante 7 días. Se analizó la expresión de MBP en la comisura blanca anterior y en el 
cuerpo calloso por su riqueza en sustancia blanca. Además, el cuerpo calloso al ser la 
conexión entre los dos hemisferios refleja el estado de una gran población de neuronas. El 
hipocampo se eligió por su implicación en el proceso de memoria.  
 
En la Figura 13 se muestran fotografías individuales correspondientes a las regiones de 
la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo de ratas 
pertenecientes a los diferentes grupos experimentales. Nuestros resultados confirman un 
notable descenso del contenido de MBP en los animales viejos controles con respecto a los 
animales adultos jóvenes tanto en la comisura blanca anterior como en el cuerpo calloso y en 
el giro dentado del hipocampo. El tratamiento con GH indujo un dramático incremento en la 
expresión de MBP en las ratas viejas revirtiendo en muchos animales la hipomielinización 
hasta niveles similares a los encontrados en ratas adultas, como se observa en el análisis 
densitométrico de la expresión de MBP en la comisura blanca anterior (Figura 13, A). 
 
Estos resultados son la primera evidencia de que la administración de GH i.c.v. es 
capaz de revertir la hipomielinización observada en el cerebro de ratas viejas en todas 
























Figura 13. Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre la expresión de MBP en diferentes áreas del cerebro. 
Inmunohistoquímica frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jóvenes (3m) y ratas viejas (28m) 
controles y tratadas con GH i.c.v. (0.5 µg/hora / 7 días). Las fotografías corresponden a la comisura blanca anterior 
(15 ratas), cuerpo calloso (12 ratas) y giro dentado del hipocampo (12 ratas). Se representa en A la cuantificación de 
la densidad óptica de la tinción de MBP en la comisura blanca anterior de los tres grupos experimentales. Los 
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2.2.- Efecto del tratamiento subcutáneo con GH sobre la remielinización del 
cerebro de ratas viejas 
 
Una vez comprobado el efecto remielinizante de la administración i.c.v. de GH 
estudiamos la efectividad de GH administrada periféricamente como un tratamiento alternativo 
más próximo a una posible aplicación terapéutica. Con este objetivo, ratas de 29 meses de 
edad se trataron con GH s.c. (150 µg / 2 veces día) durante 7 días y se analizó la expresión de 
MBP por Western inmunoblot. La MBP es una proteína constituida por varias especies 
moleculares de distinto peso molecular cuyo patrón de expresión varía con la edad (Sugiyama 
et al., 2002). El análisis por Western inmunoblot permite, por tanto, analizar posibles cambios 
en las distintas especies moleculares de MBP.  
 
Como se observa en la Figura 14, nuestros resultados muestran que en las ratas viejas 
existe una clara disminución de los niveles de la isoforma de 21 kDa, tanto en la corteza 
cerebral anterior como en el hipocampo, lo que resulta en una menor expresión de MBP 
inmunorreactiva total, como hemos expuesto en los resultados obtenidos mediante 
inmunohistoquímica. Además, se observan distintas bandas de bajo peso molecular que 
corresponden con formas degradadas de MBP cuya abundancia también varía con el 
envejecimiento. El tratamiento con GH s.c. durante 7 días no modificó los niveles de la banda 
de 21 kDa ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Estos resultados contrastan 
con los obtenidos mediante inmunohistoquímica donde observamos que la GH administrada 




Figura 14. Efecto del tratamiento con GH s.c. sobre la expresión de MBP en diferentes áreas del cerebro. 
Western inmunoblot frente a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas 
jóvenes (3m) y ratas viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días). Las gráficas 
representan la cuantificación densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por ß-actina. Los resultados 
se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ***, p < 0,001; ns, no significativo. 
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2.3.- Mediación del IGF-I en los efectos de GH sobre la remielinización del cerebro 
de ratas viejas 
 
Diversas evidencias apoyan la posibilidad de que la GH ejerza acciones directas en el 
cerebro. Las acciones directas de GH en el SNC están avaladas por la presencia de su 
receptor en diversas áreas del cerebro, incluidas aquellas implicadas en la memoria y en la 
función cognitiva (Lobie et al., 1993; Nyberg, 2000), y por la evidencia de que la GH cruza la 
barrera hematoencefálica (Pan et al., 2005). Sin embargo, muchos de los efectos de GH están 
mediados por el IGF-I, factor con reconocidos efectos neuroprotectores (Fernandez et al., 
1998, 1999; Carro et al., 2000, 2001). Por lo tanto, la GH puede actuar en cerebro directamente 
o a través de la inducción del IGF-I periférico o cerebral. 
 
Con el objetivo de confirmar si la administración de GH s.c. ejercía o no una acción 
remielinizante en el cerebro de ratas viejas, seguimos el mismo diseño experimental que en el 
apartado anterior sólo que utilizando ratas más jóvenes (24 meses) y determinando la MBP por 
inmunohistoquímica, técnica más sensible que el Western inmunoblot. Además, con la finalidad 
de definir el papel del IGF-I en el efecto de GH sobre la remielinización del cerebro de ratas 
viejas, estudiamos la repercusión del bloqueo del R-IGF-I sobre la expresión de MBP en 
cerebro inducida por GH. Para ello en un grupo de ratas de 24 meses se bloqueó el R-IGF-I 
mediante la administración de JB-1 (10 ó 30 µg), antagonista del R-IGF-I, 30 minutos antes de 
la administración s.c. de GH (150 µg / 2 veces día) durante 7 días. Se analizó la expresión de 
MBP mediante inmunohistoquímica en diferentes áreas cerebrales.  
 
Los resultados obtenidos se muestran en las fotografías correspondientes a las 
regiones de la comisura blanca anterior, del cuerpo calloso y del giro dentado del hipocampo 
de diferentes ratas de cada uno de los grupos experimentales (Figura 15). Se observa una 
marcada disminución en la expresión de MBP en la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y 
en el giro dentado del hipocampo de las ratas viejas. El tratamiento con GH s.c. revirtió 
parcialmente los bajos niveles de expresión de MBP en el cerebro de las ratas viejas, cambio 
que no llegó a ser estadísticamente significativo. El bloqueo del R-IGF-I abolió la expresión de 
MBP inducida por GH en todas las áreas cerebrales estudiadas. 
 
En las condiciones experimentales de este estudio se aprecia la tendencia de la 
acción remielinizante tras GH s.c. en el cerebro de las ratas viejas. Además, se confirma 

















Figura 15. Efecto del tratamiento con GH y JB-1 sobre la expresión de MBP cerebral. Inmunohistoquímica 
frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jóvenes (3m), ratas viejas (24m) control y ratas viejas 
tratadas con JB-1 (10 y 30 µg) previo a la administración de GH s.c. (150 µg/ 2 veces día/ 7 días). Las fotografías 
corresponden a las regiones de la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo. El 
diagrama representa la cuantificación densitométrica de la intensidad de la inmunotinción correspondiente a la 
comisura blanca anterior. Los resultados se expresan como media ± EE. **, p < 0,01; ns, no significativo. 
CONTROL                     CONTROL GH                      GH+ JB-1(10µg)         GH +JB-1(30µg) 
3 meses                                                                               24 meses
CUERPO CALLOSO
3 meses                                                                                  24 meses
CONTROL                        CONTROL GH                      GH+ JB-1 (10 µg)         GH +JB-1(30µg) 
COMISURA BLANCA ANTERIOR
CONTROL CONTROL GH                      GH+ JB-1 (10µg)   GH +JB-1(30µg) 
3 meses                                                                              24 meses
GIRO DENTADO DEL HIPOCAMPO
3 meses         24 meses
C                    C GH     GH GH
+          +














2.4.- Efecto de GH sobre la activación de CREB en el cerebro de ratas viejas 
 
La GH es una de las señales extracelulares implicadas en la regulación de la 
transcripción mediada por CREB (Cui et al., 2008). En los resultados expuestos en un apartado 
anterior demostramos que la GH activa CREB en cultivos de células cerebrocorticales. El 
descenso de GH en el envejecimiento podría contribuir a la disminuida activación de CREB 
observada en el SNC de roedores (Foster et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Williams et al., 
2008). Estos antecedentes nos llevaron a evaluar el papel de GH en la activación de CREB en 
el cerebro de la rata vieja. 
 
Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.                   
(150 µg / 2 veces al día) durante 7 días. Se determinó la activación de CREB por Western 
inmunoblot en la corteza cerebral anterior e hipocampo.  
 
Como se muestra en la Figura 16, existe una pronunciada disminución de la activación 
de CREB en la corteza cerebral anterior e hipocampo de las ratas viejas. La administración de 
GH s.c. a ratas viejas no modificó la activación de CREB ni en la corteza cerebral anterior ni en 
el hipocampo. 
 
Estos resultados indican que, en nuestras condiciones experimentales, la GH no 




Figura 16. Efecto de GH sobre la activación de CREB. Inmunoblots frente a CREB de extractos proteicos de 
corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jóvenes (3m) y ratas viejas (29m) controles y tratadas con 
GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días). Se muestran las autorradiografías de Western inmunoblots representativos 
realizados con un anticuerpo específico frente a la forma fosforilada, CREB-P (paneles superiores). Las mismas 
membranas se incubaron con un anticuerpo que reconoce tanto la forma fosforilada como no fosforilada, CREB-T 
(paneles inferiores). Las gráficas representan la cuantificación densitométrica de CREB-P corregida por la forma no 
fosforilada de CREB-T. Los resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 
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C.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GHRP-6 SOBRE EL PROCESO 
DE MIELINOGÉNESIS 
 
1.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA DIFERENCIACIÓN DE OD EN CÉLULAS 
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS. 
 
La información disponible sobre el papel de los GHS y ghrelina en oligodendrogénesis y 
mielinización del SNC es escasa. Estudios previos han demostrado la presencia del R-GHS1a 
en oligodendrocitos (Lee, Chung, et al., 2010). En un modelo de lesión medular el tratamiento 
con ghrelina mejora la recuperación funcional inhibiendo la apoptosis de los oligodendrocitos 
(Lee, Chung, et al., 2010; Lee et al., 2011). Además, se ha observado una relación entre los 
GHS y otros factores implicados en la mielinización del SNC como el IGF-I y el BDNF (Frago et 
al., 2002; Lee, Chung, et al., 2010). 
 
Estos antecedentes nos llevaron a estudiar el papel de los GHS en el proceso de 
mielinización del cerebro de rata durante el desarrollo embrionario. Con este objetivo, células 
cerebrocorticales embrionarias se expusieron a diferentes concentraciones de GHRP-6 (10-5 M 
a 10-9M). 
 
En la Figura 17, se muestran los resultados del efecto del tratamiento con diferentes 
concentraciones de GHRP-6 sobre la expresión de MBP en cultivos de células 
cerebrocorticales embrionarias. Como se observa en las fotografías, el tratamiento con GHRP-
6 indujo la expresión de MBP a todas las concentraciones estudiadas (10-5 M a 10-9 M), 
observándose un efecto dosis-respuesta con un pico máximo a concentraciones de 10-8 M y un 
menor efecto a concentraciones superiores o inferiores. 
 
 
Figura 17: Efecto del tratamiento con GHRP-6 sobre la expresión de MBP en células cerebrocorticales 
embrionarias. Estudio inmunocitoquímico. Después de 8 DIV, las células cerebrocorticales fueron incubadas con 
distintas concentraciones de GHRP-6 (10-5 M a 10-9 M) durante 4 días. El análisis inmunocitoquímico se efectuó con 








Estos resultados evidencian por primera vez que GHRP-6 es capaz de promover la 
oligodendrogénesis en el cerebro durante el desarrollo embrionario y sugieren que la 
ghrelina pueda jugar un papel relevante en el proceso de mielinización del cerebro 




2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA REMIELINIZACIÓN DEL 
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
2.1.- Efecto del tratamiento con GHRP-6 subcutáneo sobre la remielinización del 
cerebro de ratas viejas 
 
La activación por GH de la remielinización del cerebro de ratas viejas junto con el 
estímulo por GHRP-6 del proceso de oligodendrogénesis in vitro nos llevó a estudiar el efecto 
del tratamiento con GHRP-6 in vivo sobre la hipomielinización del cerebro de ratas viejas. Con 
este objetivo un grupo de ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con GHRP-6 s.c.       
(20 µg/Kg / 2 veces día) durante 15 días.  
 
En la Figura 18 se muestran las fotografías correspondientes a las regiones de la 
comisura blanca anterior, del cuerpo calloso y del giro dentado del hipocampo de diferentes 
ratas de cada uno de los grupos experimentales. Como en los estudios previos, se observa una 
marcada disminución en la expresión de MBP en la comisura blanca anterior, el cuerpo calloso 
y el giro dentado del hipocampo de las ratas viejas. En todas las áreas estudiadas el 
tratamiento con GHRP-6 s.c. incrementó el nivel de expresión de MBP en ratas viejas, llegando 
en algunas ratas a ser similar al existente en ratas adultas jóvenes. 
 
Con el fin de confirmar los cambios en la expresión de MBP observados tras el 
tratamiento con GHRP-6 detectados por inmunohistoquímica, se realizó un nuevo estudio 
donde se analizó la expresión de MBP por Western inmunoblot. Con este objetivo un grupo de 
ratas de 29 meses de edad se trató con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día) durante 15 días. 
Como se observa en la Figura 19, existe una clara disminución de los niveles de la isoforma de 
21 kDa de MBP en las ratas viejas, tanto en la corteza cerebral anterior como en el hipocampo. 
El tratamiento con GHRP-6 incrementó significativamente la expresión de la isoforma de        
21 kDa en la corteza cerebral anterior, sin provocar cambios en el hipocampo.  
 
Estos resultados son la primera evidencia de que GHRP-6 promueve la 













Figura 18. Efecto del tratamiento con GHRP-6 s.c. sobre la expresión de MBP en diferentes áreas del cerebro. 
Inmunohistoquímica frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jóvenes (3m) y ratas viejas (24m) 
controles y tratadas con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Las fotografías corresponden a la comisura 
blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo. Se representa en A la cuantificación de la densidad 
óptica de la tinción de MPB en la comisura blanca anterior en los tres grupos experimentales. Los resultados se 
expresan como la media ± EE. **, p < 0,01, ***, p < 0,001. 
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Figura 19. Efecto del tratamiento con GHRP-6 s.c. sobre la expresión de MBP en el cerebro. Inmunoblot frente 
a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jóvenes (3m) y ratas viejas 
(29m) controles y tratadas con GHRP-6 s.c (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Autorradiografías correspondientes a 
Western inmunoblot representativos realizados con un anticuerpo específico frente a MBP. Las gráficas representan 
la cuantificación densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por ß-actina, y en porcentaje con respecto 
al grupo de 3 meses. Los resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. 
**, p < 0,01; ***, p < 0,001; ns, no significativo. 
 
 
2.2.- Papel del IGF-I en la remielinización inducida por GHRP-6 en el cerebro de 
ratas viejas 
 
La acción remielinizante de GHRP-6 observada en el cerebro podría estar mediada por 
la activación del sistema GH/IGF-I a nivel hipofisario o de otras áreas cerebrales. 
  
Con la finalidad de investigar un posible papel del IGF-I en el efecto de GHRP-6 sobre 
la remielinización del cerebro de ratas viejas, se estudió la repercusión del bloqueo del R-IGF-I 
sobre la expresión de MBP en cerebro inducida por GHRP-6. Para ello, 30 minutos antes de la 
administración de GHRP-6 se bloqueó el R-IGF-I mediante la administración del antagonista de 
IGF-I JB-1(10 ó 30 µg).  
 
En la Figura 20 se muestran fotografías correspondientes a las regiones de la comisura 
blanca anterior, del cuerpo calloso y del giro dentado del hipocampo de diferentes ratas de 
cada uno de los grupos experimentales. Se observa una marcada disminución en la expresión 
de MBP en la comisura blanca anterior, cuerpo calloso y giro dentado del hipocampo de las 
ratas viejas. De nuevo confirmamos que el tratamiento con GHRP-6 s.c. revierte los bajos 
niveles de expresión de MBP en el cerebro de las ratas viejas. El bloqueo del R-IGF-I abole la 
acción remielinizante de GHRP-6 a las dos dosis estudiadas de 10 y 30 µg. 
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Estos resultados sugieren fuertemente que el efecto de GHRP-6 sobre la 




Figura 20. Efecto del tratamiento con GHRP-6 y JB-1 sobre la expresión de MBP en diferentes áreas del 
cerebro. Inmunohistoquímica frente a MBP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jóvenes (3m), ratas 
viejas (29m) control y ratas viejas tratadas con JB-1(10 µg y 30 µg) previo a la administración de GHRP-6 s.c.       
(20 µg/Kg / 2 veces día/ 15 días). Las fotografías corresponden a las regiones de la comisura blanca anterior, cuerpo 
calloso y giro dentado del hipocampo. Se representa en A la cuantificación de la densidad óptica de la tinción de 
MPB en la comisura blanca anterior en los diferentes grupos experimentales. Los resultados se expresan como 
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3.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA ACTIVACIÓN DE CREB EN EL CEREBRO DE 
RATAS VIEJAS 
 
El papel de los GHS en la activación de CREB ha sido poco explorado. Estudios 
recientes donde se evidencia que tanto la ghrelina (Ma et al., 2011) como GHRP-6 (Tian et al., 
2010) activan CREB, sugieren un papel de los GHS en la transcripción mediada por CREB. 
Estos antecedentes nos llevaron a estudiar si GHRP-6 podría activar la fosforilación de CREB 
en el cerebro de la rata vieja. 
 
Con este objetivo, un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GHRP-6 s.c.            
(20 µg/Kg / 2 veces día) durante 15 días. Finalizado el tratamiento se determinó la activación 
de CREB por Western inmunoblot en la corteza cerebral anterior e hipocampo. 
 
Como se observa en la Figura 21, la administración de GHRP-6 a ratas viejas no 
modificó la disminuida activación de CREB ni en la corteza cerebral anterior ni en el 
hipocampo. 
Estos resultados indican que en nuestras condiciones experimentales GHRP-6 no 




Figura 21. Efecto de GHRP-6 sobre la activación del factor de transcripción CREB en el cerebro. Inmunoblot 
frente a CREB de extractos proteicos de la corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jóvenes (3m) y 
ratas viejas (29m) controles y tratadas con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg/ 2 veces día / 15 días). Se muestran las 
autorradiografías de Western inmunoblots representativos realizados con un anticuerpo específico frente a la forma 
fosforilada, CREB-P (paneles superiores). Las mismas membranas se incubaron con un anticuerpo que reconoce 
tanto la forma fosforilada como no fosforilada, CREB-T (paneles inferiores). Las gráficas representan la 
cuantificación densitométrica de CREB-P corregida por la forma no fosforilada de CREB-T. Los resultados se 








3 meses     29 meses





3 meses                                 29 meses     






3 meses        29 meses
C                    C GHRP-6             
*
3 meses                           29 meses    














1.- Expresión del ARNm de BDNF en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Numerosos estudios han implicado a BDNF en los procesos que regulan la 
mielinización tanto en el SNC como en el SNP (McTigue et al., 1998; Chan et al., 2001; 
Cosgaya et al., 2002; Hempstead y Salzer, 2002; Notterpek, 2003; Tolwani et al., 2004). El 
efecto del envejecimiento en la expresión del ARNm de BDNF y de su proteína en cerebro es 
controvertido. En función de la especie, el área estudiada y la técnica de cuantificación utilizada 
se han descrito aumentos (Katoh-Semba et al., 1998), disminuciones (Narisawa-Saito y Nawa, 
1996; Hayashi et al., 1997; Croll et al., 1998; Murer et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Silhol 
et al., 2005) o no alteraciones (Croll et al., 1998; Katoh-Semba et al., 1998; Webster et al., 
2002; Bimonte et al., 2003) de su expresión.  
 
Estudios previos indican la existencia de una interrelación entre BDNF y el sistema 
GH/IGF-I. Se ha observado que la infusión periférica de IGF-I produce un aumento cualitativo 
en la inmunotinción de BDNF en el hipocampo (Carro et al., 2001), e incluso revierte 
parcialmente la disminución de BDNF debida a una lesión (Kazanis et al., 2004). El tratamiento 
con ghrelina induce la expresión de BDNF en el hipocampo (Ma et al., 2011). Estos 
antecedentes nos indujeron a analizar la expresión de BDNF en el cerebro de ratas viejas y su 
posible modulación por GH o GHRP-6. 
 
Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.                  
(150 µg / 2 veces día) durante 7 días o con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día) durante 15 
días. Se analizó la expresión del ARNm de BDNF por PCR a tiempo real en la corteza cerebral 
anterior e hipocampo. 
 
Como se observa en la Figura 22 tanto en la corteza cerebral anterior como en el 
hipocampo los niveles del ARNm de BDNF en ratas viejas fueron significativamente menores 
que en las ratas adultas jóvenes. El tratamiento con GH incrementó la expresión del ARNm de 
BDNF en la corteza cerebral anterior, mientras que GHRP-6 la disminuyó. No se observó 
ningún efecto sobre la expresión del ARNm de BDNF en el hipocampo tras el tratamiento con 















Figura 22. Expresión del ARNm de BDNF en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de BDNF en la 
corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) 
controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los 
resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05; **, p < 0,01; 
ns, no significativo. 
 
 
2.- Expresión del ARNm de BDNF en la hipófisis de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Aunque la presencia de BDNF y de su receptor TrkB en la hipófisis se evidenció hace 
más de una década (Kononen et al., 1995; Conner et al., 1996; Höpker et al., 1997) su función 
no está claramente definida. Se ha sugerido que el BDNF de la hipófisis anterior está 
involucrado en el control de la función tiroidea (Rage et al., 2007) así como en la regulación del 
eje hipofisio-adrenal (Kononen et al., 1995). No existe consenso sobre las alteraciones en la 
expresión del ARNm de BDNF y de su proteína en la hipófisis durante el envejecimiento.  
 
En este estudio hemos investigado los cambios en la expresión del ARNm de BDNF 
hipofisario relacionados con el envejecimiento y su posible regulación por manipulaciones del 
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En la Figura 23 se muestran los niveles del ARNm de BDNF en la hipófisis en el 
envejecimiento y el efecto del tratamiento con GH o GHRP-6. De acuerdo con algunos estudios 
previos (Rage et al., 2007) observamos un aumento de la expresión del ARNm de BDNF en la 





Figura 23. Expresión del ARNm de BDNF en la hipófisis. Cuantificación de los niveles del ARNm de BDNF 
mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c.            
(150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los resultados se expresan como la 
media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ***, p < 0,001; ns, no significativo. 
 
 
Estos resultados indican que el envejecimiento induce cambios en la expresión 
del ARNm de BDNF que son específicos de tejido, aumentando en la hipófisis y 
disminuyendo en las áreas cerebrales estudiadas.  
 
 
El tratamiento con GH, pero no con GHRP-6, revierte los cambios en la expresión 
del ARNm de BDNF en la corteza cerebral anterior e hipófisis, lo que sugiere una relación 
entre GH y BDNF en ambos órganos, y evidencia que la GH regula la expresión de BDNF 
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E.- ALTERACIONES INFLAMATORIAS EN EL CEREBRO 
RELACIONADAS CON EL ENVEJECIMIENTO 
 
1.- EXPRESIÓN DE CITOQUINAS EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS: EFECTO 
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 
 
El envejecimiento cerebral se ha asociado con un cierto grado de inflamación crónica. 
Estudios previos han evidenciado un aumento relacionado con la edad en la expresión de 
ciertas citoquinas proinflamatorias como la IL-1ß y el TNF-α, principalmente en el hipocampo y 
en áreas concretas de la corteza cerebral (Murray et al., 1997; Ye y Johnson, 1999; Terao et 
al., 2002; Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Bodles y Barger, 2004; Maher et al., 2004; 
Sandhir et al., 2004; Nolan et al., 2005; Sierra et al., 2007). La inflamación crónica subyacente 
en el SNC puede favorecer el proceso desmielinizante que se observa en el cerebro 
envejecido. En este sentido, estudios in vitro han demostrado que el TNF-α induce 
desmielinización (Selmaj y Raine, 1988). La esclerosis múltiple, proceso inflamatorio cerebral, 
cursa con desmielinización del SNC. 
 
Durante las últimas décadas numerosos estudios han puesto de manifiesto una íntima 
relación entre el sistema endocrino y el sistema inmune (Hattori, 2009). Aunque se conoce que 
la GH ejerce diversas funciones sobre las células y órganos del sistema inmune (Hattori, 2009), 
su papel etiopatológico es controvertido. Los GHS, además de inducir la secreción de GH, 
ejercen potentes efectos en la regulación de la inflamación y de las citoquinas inflamatorias 
(Taub, 2008; Hattori, 2009) inhibiendo la expresión de citoquinas proinflamatorias como la IL-
1ß, IL-6 y TNF-α en diversos modelos experimentales. 
 
 
1.1.- Expresión del ARNm de la IL-1ß en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Estos antecedentes nos llevaron a estudiar el patrón de expresión de las citoquinas 
proinflamatorias IL-1ß y TNF-α y de la citoquina antiinflamatoria IL-10 en la corteza cerebral 
anterior e hipocampo de ratas viejas y a evaluar el efecto del tratamiento con GH y GHRP-6 
sobre estos parámetros. 
 
Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.                         
(150 µg / 2 veces al día) durante 7 días o con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces al día) durante 
15 días. Una vez finalizado el tratamiento se valoraron los niveles de los ARNms de la IL-1ß,     
IL-10 y el TNF-α en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo mediante PCR a tiempo real. 
 
Como se muestra en la Figura 24, los niveles del ARNm de la IL-1ß no se modifican en 
la corteza cerebral anterior de las ratas viejas pero sí en el hipocampo, donde aparecen 
significativamente aumentados. El tratamiento con GH produjo un incremento significativo en 
los niveles del ARNm de IL-1ß tanto en la corteza cerebral anterior como en el hipocampo de 
las ratas viejas. Por el contrario, GHRP-6 no modificó los niveles del ARNm de la IL-1ß en la 





Nuestros resultados confirman un aumento asociado con la edad de la IL-1ß en el 
hipocampo sin observarse cambios significativos en la corteza cerebral anterior y 
sugieren un papel estimulador de la GH de la expresión de la IL-1ß en ambas áreas 
cerebrales. Por el contrario, los efectos observados tras el tratamiento con GHRP-6 
sugieren que GHRP-6 pueda atenuar los cambios inflamatorios relacionados con la edad 




Figura 24. Expresión del ARNm de la IL-1ß en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de la IL-1ß en 
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3 m) y viejas (29m) 
controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los 
resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05 ; **, p < 0,01; 




1.2.- Expresión del ARNm de TNF-α en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
No se observaron cambios significativos relacionados con el envejecimiento en la 
expresión del ARNm de TNF-α ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo (Figura 25). 
El tratamiento con GH produjo un aumento significativo en los niveles del ARNm de TNF-α en 
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tratamiento con GHRP-6 no modificó significativamente los niveles del ARNm de TNF-α en 
ninguna de las áreas estudiadas. 
 
 
Estos resultados indican que la expresión de TNF-α en el cerebro de ratas viejas 
no se altera en las áreas cerebrales estudiadas. El tratamiento con GH, pero no con 





Figura 25. Expresión del ARNm de TNF-α en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de TNF-α en la 
corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) 
controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los 




1.3.- Expresión del ARNm de la IL-10 en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
En la Figura 26 se muestran los resultados del tratamiento con GH o GHRP-6 sobre la 
expresión del ARNm de la IL-10. Se observa una tendencia a una disminución de la expresión 
de la IL-10 en el cerebro de la rata vieja junto con un cierto estímulo tras el tratamiento con GH 
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Estos resultados sugieren que la expresión de la IL-10 no se altera 
significativamente, al menos en las áreas cerebrales estudiadas, durante el 
envejecimiento. El tratamiento con GH o GHRP-6 no modifica la expresión de la IL-10 en 




Figura 26. Expresión del ARNm de la IL-10 en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de la IL-10 en 
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) 
controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c.  (20 µg/Kg / 2 veces día/ 15 días). Los 
resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. ns, no significativo. 
 
 
1.4.- Expresión del ARNm de CXCL12 en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
CXCL12 se expresa constitutivamente en el SNC donde participa en el proceso de 
mielinización durante el desarrollo (Stumm et al., 2003). Además, se ha observado que la 
señalización mediada por CXCL12 y su receptor CXCR4, regula la migración, proliferación y 
diferenciación de precursores neurales en el SNC tras lesiones desmielinizantes (Carbajal et 
al., 2010; Patel et al., 2010). Los resultados expuestos en anteriores apartados indican que 
tanto la administración de GH como la de GHRP-6 es capaz de revertir la disminución de la 
expresión de MBP cerebral observada en animales viejos, lo que implica una activación del 
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Basados en estos antecedentes nos propusimos estudiar el patrón de expresión de      
CXCL12 en la corteza cerebral anterior e hipocampo de las ratas viejas e investigar el efecto de 
GH o GHRP-6 sobre este parámetro.  
 
Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.                   
(150 µg / 2 veces al día) durante 7 días o con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces al día) durante 
15 días. Una vez finalizado el tratamiento se valoraron los niveles del ARNm de CXCL12 en la 
corteza cerebral anterior y en el hipocampo mediante PCR a tiempo real. 
 
Como se muestra en la Figura 27, el envejecimiento no alteró los niveles del ARNm de 
CXCL12 ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Tampoco el tratamiento con GH 
o con GHRP-6 produjo cambios significativos en los niveles del ARNm de CXCL12 en dichas 
áreas. 
 
Estos resultados muestran que el envejecimiento no afecta a la expresión del 
ARNm de CXCL12 en el cerebro. El tratamiento con GH o GHRP-6 no produce ningún 
cambio en los niveles de CXCL12, lo que sugiere que CXCL12 no participa en la 




Figura 27. Expresión del ARNm de CXCL12 en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de CXCL12 en 
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) 
controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los 
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2.- EXPRESIÓN DE CITOQUINAS EN LA HIPÓFISIS DE RATAS VIEJAS: EFECTO 
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 
 
 
2.1.- Expresión de los ARNms de IL-1ß y TNF-α en la hipófisis de ratas viejas: 
efecto del tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Los sistemas inmune y endocrino mantienen una comunicación bidireccional. Al igual 
que las células inmunes, las células neuroendocrinas segregan citoquinas y expresan sus 
receptores. Está bien establecido que tanto la IL-1ß como el TNF-α pueden modular 
directamente la secreción de la GH a través de receptores específicos en el hipotálamo y en la 
hipófisis (Dinarello et al., 1986; Uehara et al., 1987; Scarborough, 1990; Elsasser et al., 1991). 
Por otro lado, se cree que la GH también modula la secreción de monoquinas (Bozzola et al., 
2003).  
 
En esta parte del estudio analizamos el patrón de expresión de las citoquinas IL-1ß y 
TNF-α en la hipófisis de ratas viejas y evaluamos el efecto de la GH y el GHRP-6. 
 
Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.                          
(150 µg/2 veces al día) durante 7 días o con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces al día) durante 15 
días. Una vez finalizado el tratamiento se valoraron los niveles de los ARNms de la IL-1ß y  el 
TNF-α en la hipófisis mediante PCR a tiempo real. 
 
Como se muestra en la Figura 28 no se observaron diferencias en la expresión de los 
ARNms de la IL-1ß y TNF-α en la hipófisis entre las ratas adultas jóvenes y las ratas viejas. El 
tratamiento con GH produjo un aumento significativo en los niveles de los ARNms de la IL-1ß y 
el TNF-α en la hipófisis de las ratas viejas, mientras que el tratamiento con GHRP-6 aumentó 
significativamente los niveles del ARNm de la IL-1ß pero no los del TNF-α.  
 
 
Estos resultados sugieren que los niveles de expresión de los ARNms de la   IL-1ß 
y del TNF-α en la hipófisis no sufren alteraciones asociadas al envejecimiento. La 
inducción de la expresión de la IL-1ß por GH y GHRP-6 y del TNF-α por GH pone de 
manifiesto una gran sensibilidad del patrón inflamatorio hipofisario a GH y a GHRP-6 


















Figura 28. Expresión de los ARNms de IL-1ß y TNF-α en la hipófisis. Cuantificación de los niveles de los ARNms 
de IL-1ß y TNF-α en la hipófisis mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y 
tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los resultados 
se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; **, p < 0,01, ***, p<0,001; 
ns, no significativo. 
 
 
2.2.- Expresión del ARNm de CXCL12 en la hipófisis en ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Aunque su papel fisiológico no está definido, algunos estudios han evidenciado que la 
interacción entre CXCL12 y CXCR4 interviene en la regulación de la secreción hormonal de la 
hipófisis anterior (Florio et al., 2006; Massa et al., 2006) y en particular de GH (Lee et al., 
2008). Se ha demostrado la expresión de CXCR4 en células somatotropas. In vitro en células 
hipofisarias normales y células tumorales GH4C1 y GH3 se ha observado la participación de 
CXCL12 en la regulación de la secreción de GH y en la proliferación de células somatotropas 
normales y tumorales (Lee et al., 2008). Se ha sugerido su implicación en la etiopatogenia de 
adenomas hipofisarios (Barbieri et al, 2007). Aunque recientemente Horiguchi et al. (2012) ha 
demostrado la expresión de CXCL12 en células de la hipófisis anterior, se desconoce el efecto 
del envejecimiento en su expresión hipofisaria.  
 
En esta parte del estudio nos propusimos analizar el patrón de expresión de CXCL12 en 
la hipófisis de ratas viejas y su posible regulación por GH o GHRP-6. Con este objetivo un 
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con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces al día) durante 15 días. Una vez finalizado el tratamiento 
se valoraron los niveles del ARNm de CXCL12 en la hipófisis de rata mediante PCR a tiempo 
real. 
 
Como se muestra en la Figura 29 el envejecimiento va acompañado de un aumento 
significativo de los niveles del ARNm de CXCL12 en la hipófisis de ratas viejas. Ni el 





Figura 29. Expresión del ARNm de CXCL12 en la hipófisis. Cuantificación de los niveles del ARNm de      
CXCL12 en la hipófisis mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (29m) controles y tratadas 
con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). Los resultados se 





Estos resultados muestran que la expresión de CXCL12 en la hipófisis aumenta 
con la edad, sugiriendo su implicación en las alteraciones funcionales y morfológicas 
que ocurren en la hipófisis envejecida.  
 
 
El estudio de la expresión de las citoquinas IL-1ß, TNF-α e IL-10 y de CXCL12 
confirma la existencia de una interrelación entre los sistemas endocrino, inmune y el 
SNC y muestran que las alteraciones inflamatorias que acompañan al envejecimiento 
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F.- ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DE LA MEMORIA EN EL 
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 
 
 
Las alteraciones cognitivas que acompañan al proceso de envejecimiento coinciden con 
una progresiva disminución de las concentraciones circulantes de GH y este declinar cognitivo 
mejora mediante el tratamiento con GH (van Dam et al., 2000). Aunque con resultados 
contradictorios, varios estudios en humanos han tratado de establecer una correlación entre los 
niveles circulantes de IGF-I y la función cognitiva en ancianos (Sonntag et al., 2005). Los 
estudios basados en terapia sustitutiva con GH o IGF-I en ancianos son escasos y no 
concluyentes (Papadakis et al., 1995; Friedlander et al.; 2001). La asociación entre la GH y los 
procesos cognitivos está fuertemente soportada por estudios en roedores que apoyan la 
hipótesis de que las alteraciones cognitivas relacionadas con la vejez son, al menos en parte, 
debidas al declinar del sistema GH/IGF-I (Sonntag et al., 2000; Ramsey et al., 2004; Schneider-
Rivas et al., 2007). 
 
Basados en estos antecedentes, en esta parte del estudio evaluamos, analizando el 
comportamiento de alternancia espontánea mediante el test del laberinto en Y, el efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 sobre ciertas alteraciones cognitivas de las ratas viejas.  
 
Con este objetivo un grupo de ratas de 29 meses se trataron con GH s.c.                   
(150 µg / 2 veces al día) durante 7 días o con GHRP-6 s.c. (20 µg/Kg / 2 veces al día) durante 
15 días. Todas las ratas, jóvenes adultas y viejas, se sometieron al test del laberinto en Y. Se 
realizó un primer test del laberinto a todas las ratas previamente al tratamiento con GH o 
GHRP-6, y un segundo test finalizado el tratamiento. Se cuantificó el número de entradas 
totales así como el porcentaje de alternancia espontánea de cada animal durante 5 minutos. 
 
En la Figura 30 se muestran los resultados del tratamiento con GH o GHRP-6 en el 
comportamiento de alternancia espontánea y en el número de entradas totales en el Test del 
Laberinto en Y. En el primer test, observamos en las ratas viejas una disminución, aunque no 
significativa, en el comportamiento de alternancia espontánea y en el número de entradas 
totales. En el segundo test, se observa un empeoramiento de estos parámetros una 
disminución significativa en el comportamiento de alternancia espontánea y en el número de 
entradas en las ratas viejas no tratadas con respecto a las ratas adultas. Tras el tratamiento 
con GH o GHRP-6 no se aprecia el empeoramiento de parámetros en las ratas viejas. 
 
Estos resultados sugieren que tanto la GH como el GHRP-6 pueden mejorar 















Figura 30. Efecto del tratamiento con GH o GHRP-6 en el comportamiento de alternancia espontánea y en el 
número de entradas totales en el test del laberinto en Y. Cuantificación del comportamiento de alternancia 
espontánea y del número de entradas totales mediante el test del laberinto en Y en ratas adultas jóvenes (3m) y 
viejas (29m) controles y tratadas con GH s.c. (150 µg / 2 veces día / 7 días) o GHRP-6 s.c.                                          
(20 µg/Kg / 2 veces día / 15 días). El test del laberinto en Y se realizó antes (primer test) y después del tratamiento 
(segundo test). Los resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, 
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G.- VIP Y ENVEJECIMIENTO 
 
 
1.- ALTERACIONES DE LAS CÉLULAS VIPÉRGICAS CEREBRALES EN EL 
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH 
 
El VIP se expresa en altas concentraciones en la corteza cerebral, hipocampo, 
amígdala e hipotálamo (Dickson y Finlayson, 2009) donde ejerce funciones neuroprotectoras, 
neurotróficas y proliferativas (Dejda et al., 2005). En el envejecimiento existe una disminución 
en el número de neuronas inmunorreactivas de VIP en diversas áreas cerebrales (Chee et al., 
1988; Andreose et al., 1994; Cha et al., 1997) así como una reducción de su expresión génica 
(Gozes et al., 1988; Krajnak et al., 1998; Duncan et al., 2001; Kalló et al., 2004). Dadas sus 
importantes funciones neuroprotectoras la disminución de VIP en el envejecimiento puede estar 
asociada a las alteraciones estructurales y cognitivas observadas en esta etapa de la vida. En 
estudios previos (Lara et al., 1994) evidenciamos que el IGF-I es un inductor de la expresión 
génica de VIP. Por consiguiente, la depresión del sistema GH/IGF-I que ocurre en el 
envejecimiento podría estar asociada al decaimiento de la expresión de VIP. 
 
Con el objetivo de confirmar esta hipótesis, estudiamos el efecto del tratamiento con GH 
sobre el número de neuronas vipérgicas en el cerebro de la rata vieja. Para ello un grupo de 
ratas viejas de 28 meses de edad se trataron con GH i.c.v. (0,5 µg/h) durante 7 días. Finalizado 
el tratamiento se analizó mediante inmunohistoquímica el número y las características 
morfológicas de las neuronas vipérgicas en el cerebro. 
 
En la Figura 31 se muestran las fotografías correspondientes a la hendidura cerebral de 
ratas representativas de los diferentes grupos experimentales. Nuestros resultados confirman 
un marcado descenso del número de neuronas vipérgicas en las ratas viejas controles con 
respecto a las ratas adultas. Además, en las ratas viejas se observa una alteración de la 
morfología de las células vipérgicas (panel C) con una pérdida de su forma bipolar 
característica y una disminución y acortamiento de las prolongaciones dendríticas. El 
tratamiento con GH induce un incremento en el número de células vipérgicas y una 
recuperación de las prolongaciones dendríticas propias de estas células. 
 
 
Estos datos demuestran por primera vez que la administración de GH i.c.v. es 
capaz de revertir la disminución en el número de células vipérgicas así como sus 
















Figura 31. Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre el número y la morfología de las células vipérgicas en el 
cerebro de ratas viejas. Inmunohistoquímica frente a VIP en secciones de tejido cerebral de ratas adultas jóvenes 
(3m) y ratas viejas (28m) controles y tratadas con GH i.c.v. (0,5 µg/h / 7 días). Las fotografías corresponden a la 
hendidura cerebral de los hemisferios cerebrales. Se muestran 3 ratas representativas de cada grupo experimental. 
Panel A: detalle de la hendidura cerebral (10X). Panel B: detalle de la hendidura cerebral (40X). Panel C: células 
vipérgicas de la corteza cerebral (100X). 
 
 
2.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE VIP SOBRE EL PROCESO DE 
MIELINOGÉNESIS 
 
Entre las funciones neuroprotectoras de VIP, va adquiriendo progresiva solidez su 
implicación en el proceso de mielinización. VIP estimula la regeneración axonal y promueve la 
remielinización del nervio ciático tras axotomía (Rayan et al., 1995; Zhang et al., 2002). La 
administración intracerebroventricular de VIP a ratones recién nacidos previene las lesiones 
inducidas por excitotoxicidad en la sustancia blanca (Gressens et al., 1998). En la encefalitis 
experimental autoinmune, enfermedad desmielinizante del SNC, la administración de VIP 
protege frente a la recurrencia de la enfermedad (Gonzalez-Rey, Chorny, et al., 2006). Estas 
evidencias, junto con los resultados expuestos anteriormente, donde se demuestra que el 
tratamiento con GH aumenta el número de neuronas vipérgicas en el cerebro de ratas viejas, 
sugieren que VIP pueda contribuir a los efectos remielinizantes de la GH en el cerebro 
envejecido. 
 
Con el fin de investigar esta hipótesis nos planteamos estudiar el efecto del tratamiento 
con VIP en la mielinización del cerebro de rata durante el desarrollo embrionario y en el 
envejecimiento. 
CONTROL                  CONTROL GH 







2.1.- EFECTO DE VIP SOBRE LA OLIGODENDROGÉNESIS EN CÉLULAS 
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS 
 
2.1.1- Efecto de VIP sobre el número de precursores de OD y de OD maduros. 
 
Para el estudio de la acción de VIP en la oligodendrogénesis durante el periodo 
perinatal utilizamos cultivos de células cerebrocorticales embrionarias. El estudio de la acción 
de VIP sobre los pre-OD se efectuó mediante inmunocitoquímica frente al antígeno lipídico O4. 
El efecto de VIP sobre el número de OD maduros se investigó mediante inmunocitoquímica 
frente a MBP.  
En la Figura 32 se observan los resultados del tratamiento con VIP sobre los 
precursores de OD y OD maduros. VIP indujo un incremento tanto en el número de las células 
O4 (+) como de células MBP (+) respecto al control a todas las concentraciones utilizadas, con 
un efecto máximo a la concentración de 10-11 M, indicando que VIP es capaz de incrementar 




Figura 32. Efecto del VIP en el número de células inmunoreactivas a O4 y MBP. Después de 4 DIV, las células 
cerebrocorticales fueron incubadas con VIP (10-7 M a 10-13 M) durante 7 días (O4) u 8 días (MBP). Transcurridos 











Estos resultados evidencian que VIP es un importante factor de la diferenciación 
de los oligodendrocitos confirmándose la implicación de VIP en el proceso de 
oligodendrogénesis y consecuentemente en el proceso de maduración cerebral durante 
el desarrollo embrionario. 
 
 
2.1.2.- Efecto de los inhibidores LY, PD y H89 en la inducción de MBP y/o O4 por 
VIP 
 
VIP inicia sus acciones biológicas incrementando la síntesis de AMPc y la activación de 
la PKA. Además, estudios recientes indican que VIP induce la activación de las vías MAPK 
(Fernández et al., 2005), PI3K y PKC en diferentes tipos celulares. Demostrada la capacidad 
de VIP de activar las vías de señalización PKA, MAPK y PI3K en células cerebrocorticales 
(datos no mostrados) estudiamos su participación en el proceso de oligodendrogénesis y en el 
efecto de VIP sobre el mismo. 
 
Para ello, tras bloquear con inhibidores específicos cada una de las vías de señalización 
se estudió la expresión de MBP y O4 por inmunocitoquímica en células cerebrocorticales 
tratadas o no con VIP. La vía de señalización de PI3K se bloqueó con el inhibidor LY294002 
(LY). Para la inhibición de la vía de las MAPK se utilizó el inhibidor PD098059 (PD) y se inhibió 
la vía de la PKA con el inhibidor H89. 
 
Como se muestra en la Figura 33, la presencia del inhibidor LY294002 bloqueó el 
incremento de MBP en respuesta a VIP con un efecto máximo a la dosis de 10 µM. La 
presencia sólo del inhibidor disminuyó la expresión basal de MBP lo que sugiere que la vía de 




Figura 33. Efecto del bloqueo de la vía PI3K con el inhibidor LY294002 sobre la inducción de MBP por VIP. 
Estudio inmunocitoquímico. Después de 4 días de cultivo las células cerebrocorticales fueron tratadas durante 30 
minutos con LY294002 a dosis de 2,5, 10 y 12,5 µM, y finalmente incubadas en ausencia C (paneles superiores) o 
en presencia de VIP (10-11 M) (paneles inferiores) durante 8 días. El número de células MBP (+) se analizó por 
inmunocitoquímica utilizando un anticuerpo monoclonal frente a MBP. 
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En la Figura 34 se muestran los resultados obtenidos tras la inhibición de la vía MAPK 
con el inhibidor PD098059. El bloqueo de las MAPK con el inhibidor PD098059 produjo una 
disminución parcial en el número de células MBP (+) con dosis de 15 µM que fue total con la 
dosis máxima utilizada (50 µM). La presencia solo del inhibidor abolió la expresión basal de 




Figura 34. Efecto del bloqueo de la vía MAPK (ERK1/2) con el inhibidor PD098059 sobre la inducción de MBP 
por VIP. Estudio inmunocitoquímico. Después de 4 días de cultivo las células cerebrocorticales fueron tratadas 
durante 30 minutos con PD098059 (15 µM y 50 µM), y a continuación se incubaron en ausencia C (paneles 
superiores) o en presencia del VIP (10-11M) (paneles inferiores) durante 8 días. El número de células MBP (+) se 
analizó por inmunocitoquímica utilizando un anticuerpo monoclonal frente a MBP. 
 
 
En la Figura 35 se muestran los resultados del bloqueo de la vía PKA con el inhibidor 
H89. Como puede observarse, el bloqueo de la vía PKA con el inhibidor H89 produjo una 
marcada disminución en la inducción de la expresión de O4 y de MBP por VIP a todas las dosis 
estudiadas (1,5 y 20 µM) que fue completa sobre el número de células MBP (+) con la dosis 
máxima analizada de 20 µM. La presencia solo del inhibidor disminuyó la expresión basal de 
O4 y MBP en los controles, lo que sugiere la implicación de la vía de la PKA en el proceso 
basal de oligodendrogénesis. 
 
Estos resultados indican que la activación de las vías de señalización PI3K, MAPK 
y PKA está implicada en el proceso de oligodendrogénesis inducido por VIP así como en 


















Figura 35. Efecto del bloqueo de la vía PKA con el inhibidor H89 sobre la inducción de O4 y MBP por VIP. 
Estudio inmunocitoquímico. Después de 4 días de cultivo las células cerebrocorticales fueron tratadas durante 30 
minutos con H89 a dosis de 1, 5 y 20 µM, y finalmente incubadas en ausencia (A) o presencia (B) de VIP (10-11 M). 
El número de células O4 (+) y MBP (+) se analizó por inmunocitoquímica después de 7 y 8 días respectivamente de 
incubación con VIP. El análisis inmunocitoquímico se efectuó con un anticuerpo monoclonal frente a O4 y MBP. 
 
2.1.3.- Efecto de VIP sobre la activación de CREB: estudio tiempo respuesta 
 
VIP incrementa la síntesis de AMPc, el cual regula la transcripción de numerosos genes 
mediante la activación de la PKA y la consecuente fosforilación de CREB en la Ser133 
(Montminy, 1997). Como hemos mencionado con anterioridad, la activación de CREB está 
íntimamente relacionada con la diferenciación de los oligodendrocitos. Por este motivo, 
analizamos el efecto de VIP sobre la fosforilación de CREB en las células cerebrocorticales. 
 
Para ello, después de 4 DIV, las células cerebrocorticales se expusieron a VIP (10-11 M) 
durante 1, 5, 10, 30 y 60 minutos. Transcurridos estos tiempos se valoró la activación de CREB 
mediante la determinación de la forma fosforilada de CREB por Western inmunoblot. 
 
Como se muestra en la Figura 36, el tratamiento con VIP indujo un rápido incremento en 
los niveles de CREB fosforilado, que fue máximo 1 minuto después de la adición de VIP, 
disminuyendo progresivamente hasta los valores basales a los 30 minutos.  
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Estos resultados demuestran que VIP induce la activación de CREB en células 
cerebrocorticales en cultivo. Dada la implicación de CREB en mielinogénesis estos 







Figura 36. Activación del factor de transcripción CREB por VIP: estudio tiempo-respuesta. Después de 4 DIV, 
las células cerebrocorticales fueron incubadas con VIP (10-11 M) durante 1, 5, 10, 30 y 60 minutos. Se muestra la 
autorradiografía de un Western inmunoblot representativo realizado con un anticuerpo específico frente a la forma 
fosforilada, CREB-P (panel superior). La misma membrana se incubó con un anticuerpo que reconoce tanto la forma 




2.2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE VIP SOBRE LA REMIELINIZACIÓN DEL 
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
2.2.1- Efecto del tratamiento con VIP subcutáneo sobre la remielinización del 
cerebro de ratas viejas 
 
El estímulo por VIP del proceso de oligodendrogénesis in vitro nos llevó a estudiar el 
efecto del tratamiento con VIP sobre la hipomielinización del cerebro de ratas viejas. Con este 
objetivo un grupo de ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con VIP s.c. (3 nmol/día) en 
días alternos durante 15 días. Una vez finalizado el tratamiento se valoró el contenido de MBP 
en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante Western inmunoblot. 
 
Como se observa en la Figura 37, existe una clara disminución de los niveles de MBP 
en las ratas viejas, fundamentalmente de la isoforma de 21 kDa, tanto en la corteza cerebral 
anterior como en el hipocampo, confirmando nuestros estudios previos. Además, se observan 
distintas bandas de bajo peso molecular que corresponden con formas degradadas de MBP 
cuya abundancia también aumenta con el envejecimiento. El tratamiento con VIP incrementó 
significativamente la expresión de la isoforma de 21 kDa en la corteza cerebral anterior, sin 
provocar cambios en el hipocampo. 
 
Estos resultados son la primera evidencia que demuestra una acción estimulante 
del VIP sobre la remielinización en el cerebro de la rata vieja. Además sugieren que este 
efecto es área-específico. 
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Figura 37. Efecto del tratamiento con VIP s.c. sobre la expresión de MBP en el cerebro. Western inmunoblots 
frente a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jóvenes (3 m) y ratas 
viejas (24 m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol / día / días alternos / 15 días). Las gráficas representan la 
cuantificación densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por ß-actina. Los resultados se expresan 
como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p < 0,05; **, p < 0,01; ns, no significativo. 
 
 
2.2.2.- Papel de BDNF en la remielinización inducida por VIP en el cerebro de 
ratas viejas 
 
a) Efecto del bloqueo de BDNF sobre la inducción de MBP por VIP 
 
Numerosas evidencias apoyan la existencia de una interacción entre VIP y BDNF. En 
estudios previos de nuestro laboratorio observamos que VIP media en la inducción del gen de 
SS por BDNF (Villuendas et al., 2001). El BDNF a su vez regula la expresión de VIP en retina 
(Cellerino et al., 2003). Se ha demostrado que la neuroprotección inducida por VIP está 
mediada, al menos en parte, por el BDNF endógeno (Husson et al, 2005). Dado el importante 
papel de BDNF en el proceso de mielinogénesis del SNC, nos planteamos investigar si BDNF 
participa en el efecto remielinizante de VIP en el cerebro de las ratas viejas.  
 
Con esta finalidad, se investigó el efecto del bloqueo de los receptores de BDNF sobre 
la expresión de MBP inducida por VIP.  
 
En la Figura 38 se muestran Western inmunoblots representativos correspondientes a 
las regiones de la corteza cerebral anterior e hipocampo de diferentes ratas de cada uno de los 
grupos experimentales. En las ratas viejas se observa una marcada disminución en la 
expresión de la isoforma de 21 kDa de MBP tanto en la corteza cerebral anterior como en el 
hipocampo, donde es indetectable. De nuevo confirmamos que el tratamiento con VIP s.c. 
revirtió los niveles de expresión de la isoforma de 21 kDa de MBP en la corteza cerebral 
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anterior pero no en el hipocampo. El bloqueo de los receptores del BDNF con K252a (10
-4M y    
10-5 M) y P75NTR con PEP5 (100 ng y 500 ng) produjo una disminución en la acumulación de la 






Figura 38. Efecto del bloqueo de BDNF sobre la expresión de MBP cerebral inducida por VIP. Inmunoblot 
frente a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas controles viejas (CV) (24 m), 
tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día), VIP+K252a (10
-4M y 10-5M) o VIP+PEP5 (100 ng y 500 ng) en días alternos durante 
15 días. Autorradiografías correspondientes a Western inmunoblots representativos realizados con un anticuerpo 
específico frente a MBP. Las gráficas representan la cuantificación densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP 
corregida por ß-actina. Los resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al grupo control 
viejo de 24 meses. *, p < 0,05. 
 
 
b) Efecto de VIP sobre la expresión de BDNF 
 
Muchas de las acciones de VIP son indirectas y ocurren a través de factores que son 
liberados por VIP. El hecho de que el bloqueo de los receptores de BDNF inhibiera el efecto 
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mielinizante de VIP sugería que esta acción de VIP estuviera mediada por un efecto 
estimulante de VIP sobre la expresión del BDNF cerebral. Para clarificar esta hipótesis un 
grupo de ratas de 24 meses de edad se trató con VIP s.c. (3 nmol/día) en días alternos durante 
15 días y se analizó la expresión del ARNm del BDNF por PCR a tiempo real en la corteza 
cerebral anterior e hipocampo. 
 
Como se observa en los resultados obtenidos (Figura 39) los niveles del ARNm del 
BDNF están disminuidos en la corteza cerebral anterior pero no en el hipocampo de las ratas 
viejas. El tratamiento con VIP no modificó la expresión del ARNm del BDNF en ninguna de las 
áreas estudiadas. 
 
Figura 39. Expresión del ARNm de BDNF en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de BDNF en la 
corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (24m) 
controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día / días alternos / 15 días). Los resultados se expresan como la media ± 
EE y en porcentaje respecto al grupo de 3 meses. *, p<0,05; ns, no significativo. 
 
 
Estos resultados apoyan fuertemente la implicación de BDNF en la acción 
remielinizante de VIP en la corteza cerebral anterior de ratas viejas. Además sugieren 




2.2.3.- Papel del IGF-I en la remielinización inducida por VIP en el cerebro de ratas 
viejas 
 
a) Efecto del bloqueo del IGF-I sobre la inducción de MBP por VIP 
 
La interacción entre IGF-I y VIP ha sido evidenciada en diversos estudios. En nuestro 
laboratorio observamos que el IGF-I induce la expresión de VIP en células hipofisarias (Lara et 
al., 1994) y que VIP media la acción proliferativa del IGF-I sobre células lactotropas. Otros 
autores han sugerido que el IGF-I es un mediador de la actividad de VIP en el crecimiento del 
embrión (Servoss et al., 2001). Estos estudios y el conocido papel que el IGF-I tiene en el 
proceso de mielinogénesis (Yao et al., 1995; Mason et al., 2000) nos llevaron a investigar si el 
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Para ello en un grupo de ratas de 24 meses se bloqueó la acción del IGF-I mediante la 
administración del antagonista del R-IGF-I, JB-1 (15 µg) 30 minutos previos a la inyección de 
VIP s.c. (3 nmol/día) en días alternos durante 15 días. Se analizó la expresión de MBP en el 
cerebro por Western inmunoblot. 
 
En la Figura 40 se muestran Western inmunoblots representativos correspondientes a 
las regiones de la corteza cerebral anterior e hipocampo de diferentes ratas de cada uno de los 
grupos experimentales. Como se observa, el bloqueo del R-IGF-I abole la acción remielinizante 
de VIP en la corteza cerebral anterior de la rata vieja. Los niveles de MBP en el hipocampo son 




Figura 40. Efecto del bloqueo del IGF-I sobre la expresión de MBP cerebral inducida por VIP. Inmunoblot frente 
a MBP de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas controles viejas (CV) (24m), 
tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día) y con VIP+JB-1 (15 µg) en días alternos durante 15 días. Autorradiografías 
correspondientes a Western inmunoblots representativos realizados con un anticuerpo específico frente a MBP. La 
gráfica representa la cuantificación densitométrica de la banda de 21 kDa de MBP corregida por ß-actina. Los 




b) Efecto del tratamiento con VIP sobre la expresión del IGF-I y del R-IGF-I en el 
cerebro 
 
La implicación del IGF-I en la acción remielinizante de VIP que habíamos observado 
nos llevó a estudiar si VIP podría estimular la expresión del IGF-I o del R-IGF-I en el cerebro de 
la rata vieja. 
 
Como se muestra en la Figura 41, y hemos mencionado anteriormente, el 
























CV                VIP            VIP+ JB1






anterior ni en el hipocampo. La administración de VIP a ratas viejas tampoco modificó los 





Figura 41. Efecto del tratamiento con VIP en la expresión del ARNm del IGF-I y del R-IGF-I en la corteza 
cerebral anterior e hipocampo. Cuantificación de los niveles de los ARNms del IGF-I y del R-IGF-I por PCR a 
tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c.                                         
(3 nmol/día / días alternos / 15 días). Los resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje respecto al 
grupo de 3 meses. ns, no significativo  
 
Los resultados obtenidos evidencian que la acción remielinizante de VIP en la 
corteza cerebral anterior de ratas viejas está mediada por el IGF-I, pero no relacionada 
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3.- ESTUDIO DE LA ACTIVACIÓN DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN CREB EN EL 
CEREBRO DE RATAS VIEJAS: EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE VIP 
 
En los resultados expuestos en un apartado anterior demostramos que VIP activa 
CREB en cultivos de células cerebrocorticales. CREB además está presente en los 
oligodendrocitos donde es activado por diferentes vías de señalización. La baja expresión de 
VIP en el cerebro envejecido (Chee et al., 1988; Andreose et al., 1994; Krajnak et al., 1998; 
Duncan et al., 2001; Kalló et al., 2004) podría contribuir a la disminución de la activación de 
CREB observada en el SNC de las ratas viejas. Estos antecedentes nos llevaron a valorar el 
efecto del tratamiento con VIP en la activación de CREB en el cerebro de las ratas viejas.  
 
Como se muestra en la Figura 42, no se aprecian diferencias significativas en la 
activación de CREB entre las ratas adultas jóvenes y las viejas en ninguna de las áreas 
cerebrales estudiadas. La administración de VIP a ratas viejas incrementó la activación de 
CREB en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo aunque sin alcanzar valores 
estadísticamente significativos dada la alta variabilidad muestral. 
Estos resultados indican que las ratas de 24 meses, a diferencia de las ratas de 29 
meses, no presentan una disminución significativa de la activación de CREB en las áreas 
cerebrales estudiadas. La alta variabilidad muestral no permite establecer una 
conclusión sobre el efecto de VIP en la activación de CREB en el cerebro de ratas viejas. 
 
Figura 42. Efecto de VIP sobre la activación del factor de transcripción CREB en el cerebro. Inmunoblots frente 
a CREB de extractos proteicos de corteza cerebral anterior e hipocampo de ratas adultas jóvenes (3m) y ratas viejas 
(24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día/ días alternos/ 15 días). Cantidades iguales de proteína (20 µg) 
se analizaron mediante Western inmunoblot. A: Autorradiografías de Western inmunoblots representativos 
realizados con un anticuerpo específico frente a la forma fosforilada, CREB-P (paneles superiores). Las mismas 
membranas se incubaron con un anticuerpo que reconoce tanto la forma fosforilada como no fosforilada, CREB-T 
(paneles inferiores). B: Las gráficas representan la cuantificación densitométrica de CREB-P corregida por CREB-T, 
y en porcentaje con respecto al grupo de 3 meses. Los resultados se expresan como la media ± EE y en porcentaje 
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4.- EFECTO DEL TRATAMIENTO CON VIP SOBRE LA EXPRESIÓN DE 
CITOQUINAS EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS 
 
VIP ejerce funciones inmunomoduladoras actuando fundamentalmente como un potente 
factor antiinflamatorio (Delgado et al., 2004). Se ha demostrado que VIP protege de la 
neurodegeneración inducida por inflamación (Delgado y Ganea, 2003). En la encefalomielitis 
experimental autoinmune, enfermedad inflamatoria caracterizada por una desmielinización del 
cerebro, VIP ejerce un efecto protector de la mielina a través de mecanismos antiinflamatorios 
(Fernández-Martín et al., 2006; Abad et al., 2010; Abad y Waschek, 2011). Dado que el 
envejecimiento está asociado con un cierto grado de inflamación cerebral, la acción 
remielinizante de VIP que hemos observado en el cerebro de rata vieja podría estar 
relacionada con sus efectos antiinflamatorios. 
 
Para dilucidar esta hipótesis, estudiamos el efecto del tratamiento con VIP en la 
expresión de citoquinas en el cerebro de ratas viejas midiendo la expresión de los ARNms de la 
IL-1ß, la IL-6, el TNF-α y el TGF-ß mediante PCR a tiempo real. Además, analizamos si el 
BDNF y/o el IGF-I modificaban el efecto de VIP sobre la expresión de citoquinas en el cerebro 
envejecido. 
 
Para ello un grupo de ratas viejas de 24 meses de edad se trataron con VIP s.c.            
(3 nmol/día) en días alternos durante 15 días. El papel del BDNF se estudió mediante el 
bloqueo de sus receptores TrkB y P75NTR con sus respectivos inhibidores K252a (10
-4M y 10-5M) 
y PEP5 (100 ng y 500 ng) inyectados 30 minutos antes de la administración de VIP. El bloqueo 
del receptor del IGF-I se llevó a cabo con el antagonista del IGF-I, JB-1 (15 µg), administrado 
30 minutos previos a VIP. Finalizado el tratamiento se determinó la expresión de los ARNms de 
las citoquinas en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real. 
 
 
4.1.- Expresión del ARNm de la IL-1ß en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con VIP 
 
Como se observa en la Figura 43 las ratas de 24 meses de edad presentan niveles del 
ARNm de la IL-1ß en la corteza cerebral anterior significativamente superiores a los de las 
ratas jóvenes controles. Los niveles del ARNm de la IL-1ß en el hipocampo de las ratas viejas 
están también elevados aunque no se observan diferencias significativas. El tratamiento con 
VIP no produjo ningún cambio significativo en los niveles del ARNm de la IL-1ß ni en la corteza 















Figura 43. Expresión del ARNm de la IL-1ß en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de la IL-1ß en 
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (24m) 
controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día / días alternos / 15 días). Los resultados se expresan como la         




4.2.- Expresión del ARNm de la IL-6 en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con VIP 
 
Como se muestra en la Figura 44, el envejecimiento se acompaña de un incremento de 
los niveles del ARNm de la citoquina proinflamatoria IL-6 tanto en la corteza cerebral anterior 
como en el hipocampo. El tratamiento con VIP aumentó aún más los niveles del ARNm de la 
IL-6 en la corteza cerebral anterior de las ratas viejas. En el hipocampo se observa una 
tendencia similar que no llega a ser significativo. Los inhibidores de BDNF e IGF-I abolen el 
efecto de VIP sobre la expresión de la IL-6 en la corteza cerebral anterior y el aumento en la 




Estos resultados muestran un incremento de la IL-1ß e IL-6 en el cerebro de la rata 
vieja. Además, sugieren un papel modulador de VIP en la expresión de la IL-6 al menos 
en la corteza cerebral anterior. Los efectos observados tras el bloqueo de los receptores 
de BDNF e IGF-I apoyan un papel mediador de BDNF e IGF-I en los efectos de VIP en la 
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Figura 44. Expresión del ARNm de la IL-6 en el cerebro. Efecto de la inhibición de BDNF e IGF-I. Cuantificación 
de los niveles del ARNm de la IL-6 en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas 
adultas jóvenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día), VIP+PEP5 (100 ng y 500 ng), 
VIP+K252a (10
-4 M y 10-5 M) o VIP+JB-1 (15 µg) en días alternos durante 15 días. Los resultados se expresan como la 




4.3.- Expresión del ARNm de TNF-α en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con VIP 
 
Como se muestra en la Figura 45, en el envejecimiento no se alteran los niveles del 
ARNm de la citoquina TNF-α en ninguna de las áreas cerebrales estudiadas. El tratamiento con 
VIP produjo un aumento significativo en los niveles del ARNm de TNF-α tanto en la corteza 
cerebral anterior como en el hipocampo de las ratas viejas. En la corteza cerebral anterior y en 
el hipocampo el efecto del VIP sobre la expresión de TNF-α es abolido cuando se bloquean los 
receptores de BDNF, P75NTR y TrkB, con los inhibidores PEP5 y K252a. El bloqueo del receptor 




Estos resultados sugieren un papel estimulador de VIP de la expresión de TNF-α 
en todas las áreas cerebrales estudiadas. Los efectos observados tras el bloqueo de los 
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Figura 45. Expresión del ARNm de TNF-α en el cerebro. Efecto de la inhibición de BDNF e IGF-I. Cuantificación 
de los niveles del ARNm de TNF-α en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas 
adultas jóvenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día / días alternos / 15 días), 
VIP+PEP5 (100 ng y 500 ng), VIP+K252a (10
-4M y 10-5M) o VIP+JB-1 (15 µg). Los resultados se expresan como la 




4.4.- Expresión del ARNm de TGF-ß en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con VIP 
 
Como se muestra en la Figura 46, el envejecimiento va acompañado de un aumento 
significativo de los niveles del ARNm de la citoquina TGF-ß tanto en la corteza cerebral anterior 
como en el hipocampo. El tratamiento con VIP no produjo ningún cambio significativo en los 
niveles del ARNm de esta citoquina ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. 
Tampoco se observó ningún cambio significativo al bloquear los receptores de BDNF e IGF-I. 
 
 
Estos resultados sugieren que existe un aumento de la expresión de TGF-ß en el 
cerebro de las ratas viejas. VIP no ejerce ningún efecto en la expresión de TGF-ß ni en la 
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Figura 46. Expresión del ARNm de TGF-ß en el cerebro. Efecto de la inhibición de BDNF e IGF-I. Cuantificación 
de los niveles del ARNm de TGF-ß en la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas 
adultas jóvenes (3m) y viejas (24m) controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día/ días alternos/ 15 días), VIP+PEP5 
(100 ng y 500 ng), VIP+K252a (10
-4 M y 10-5 M) o VIP+JB-1 (15 µg). Los resultados se expresan como la media ± EE y 




4.5.- Expresión del ARNm de CXCL12 en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con VIP 
 
Como se muestra en la Figura 47, en el envejecimiento no se alteran los niveles del 
ARNm de CXCL12 ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Tampoco el 
tratamiento con VIP produjo cambios significativos en los niveles del ARNm de CXCL12 en 
dichas áreas cerebrales. 
 
Figura 47. Expresión del ARNm de CXCL12 en el cerebro. Cuantificación de los niveles del ARNm de CXCL12 en 
la corteza cerebral anterior e hipocampo mediante PCR a tiempo real en ratas adultas jóvenes (3m) y viejas (24m) 
controles y tratadas con VIP s.c. (3 nmol/día/ días alternos/ 15 días). Los resultados se expresan como la media ± 
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El tratamiento con VIP no produce ningún cambio en los niveles de CXCL12, lo 
que sugiere que CXCL12 no participa en la remielinización observada al tratar a las ratas 
















































































































La secreción de GH disminuye gradualmente durante el envejecimiento fisiológico 
debido fundamentalmente a alteraciones asociadas a la edad de los reguladores hipotalámicos 
de la GH. Como consecuencia, se produce un declinar paralelo en los niveles del IGF-I. Se 
puede considerar al envejecimiento como un modelo fisiológico de déficit parcial de GH. 
 
Muchos de los cambios que acompañan al envejecimiento son similares a los existentes 
en el síndrome de deficiencia de GH. La falta de concentración, la baja energía, las 
alteraciones de la memoria, la irritabilidad y la falta de bienestar generalizado propios de los 
individuos con deficiencia de GH son rasgos característicos del envejecimiento. 
 
Esta similitud en la sintomatología que presentan los individuos con deficiencia de GH y 
los ancianos, ha llevado a sugerir una relación causa-efecto entre los cambios del 
envejecimiento y la deficiencia de GH, especulándose que la administración de GH puede 
retardar el deterioro geriátrico. 
 
Estudios realizados en ratas y en humanos han confirmado la reversibilidad de 
determinados síntomas relacionados con el envejecimiento tras la administración de GH o de 
sus secretagogos. 
 
En este estudio hemos investigado si las alteraciones cerebrales que ocurren en el 
envejecimiento en la mielinización, la inflamación y la memoria pueden ser revertidas tras la 
activación del eje GH/IGF-I con GH y GHRP-6. 
 
Entre los numerosos factores que actúan como mediadores de las acciones de la GH, 
hemos investigado el papel de BDNF y de VIP en los efectos de GH sobre la remielinización e 

























1.- ALTERACIONES HIPOFISARIAS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN RATAS VIEJAS 
 
En el presente estudio se confirma que en el envejecimiento se produce una 
disminución de la expresión del gen de GH en la hipófisis, fenómeno ampliamente 
consensuado por numerosos autores (Crew et al., 1987; Martinoli et al., 1991) incluido nuestro 
grupo (López-Fernández et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 
2007). 
 
Esta disminución de la síntesis de GH es el resultado de una serie de alteraciones que 
ocurren en el envejecimiento y que puede reflejar una pérdida de funcionalidad de la propia 
célula somatotropa o alteraciones en los reguladores hipotalámicos de GH. Los estudios 
disponibles sugieren que los cambios que ocurren en los reguladores hipotalámicos son la 
principal causa de la disminución de la síntesis de GH en el envejecimiento. En este sentido, 
aunque se ha sugerido como un agente desencadenante un aumento del tono 
somatostatinérgico (Xu y Sonntag, 1996), la disminución de la expresión de GHRH y de sus 
receptores en hipófisis (degli Uberti et al., 1997; Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007) 
parecen ser la causa principal del declinar de GH con la edad. 
 
La administración de GH a ratas viejas induce una disminución de los niveles del 
ARNm de GH en la hipófisis. Estos resultados confirman que la GH regula su propia síntesis y 
secreción hipofisaria (Yamashita y Melmed, 1986; Lanzi y Tannenbaum, 1992; López-
Fernández et al., 1996) y corroboran estudios previos en los que se ha observado que la 
hipófisis de las ratas viejas mantiene su sensibilidad a la regulación por GH en el 
envejecimiento (López-Fernández et al., 1996; Velasco et al., 1998; Frutos, Cacicedo, Méndez 
et al., 2007). Además, estos resultados confirman la efectividad del tratamiento con GH en las 
condiciones experimentales de este estudio. 
 
El tratamiento con GHRP-6 no modifica la expresión del ARNm de GH en la 
hipófisis de ratas viejas. La acción de los GHS sobre la expresión del gen de GH en la 
hipófisis es controvertida. Se ha demostrado que la activación del R-GHS induce la expresión 
del gen de GH en células somatotropas (Locatelli et al., 1994) acción mediada por Pit-1. En 
ratas neonatales, se ha demostrado la inducción de este factor de transcripción por GHS y 
ghrelina tras la activación de las vías de la PKC y AMPc/PKA y la participación del elemento de 
respuesta CRE en el promotor de Pit-1 (García et al., 2001), no habiéndose podido reproducir 
este efecto en ratas adultas (Soto et al., 1995; Date et al., 2000). En ratas viejas, Frutos, 
Cacicedo, Fernández et al. (2007) demostraron que el tratamiento con GHRP-6 incrementaba 
el contenido de GH-IR y la expresión del ARNm de GH en hipófisis. Sin embargo, la 
administración crónica de hexarelina (Cattaneo et al., 1997) no reestableció el contenido del 
ARNm de GH en las hipófisis, a pesar de que estimuló la secreción de GH. En conjunto, los 
estudios disponibles no son concluyentes y sugieren que la síntesis y secreción de GH son 





Observamos un incremento de los niveles del ARNm del IGF-I hipofisario 
confirmando los cambios en su expresión con la edad demostrada en estudios previos de 
nuestro grupo (Frutos, Cacicedo, Méndez et al., 2007). El IGF-I hipofisario, actuando por 
mecanismos auto/paracrinos, participa en la regulación de GH, como se ha sugerido en varios 
estudios (Fagin et al., 1987; Olchovsky et al., 1991; Honda et al., 1998) y se ha puesto en 
evidencia por nuestro grupo. En efecto, en estudios previos observamos que el bloqueo del 
IGF-I con anticuerpos incrementaba el contenido de GH en la hipófisis de ratas viejas en cultivo 
(Velasco et al., 1998), lo que sugiere que el incremento del IGF-I observado en las hipófisis de 
ratas viejas (Frutos, Cacicedo, Méndez et al, 2007) podría ejercer un control negativo de la GH 
en el envejecimiento. 
 
Mientras que el tratamiento con GH no modificó la expresión del ARNm del IGF-I en 
la hipófisis, el GHRP-6 produjo un incremento significativo del ARNm del IGF-I en las 
ratas viejas. Como se ha observado en estudios previos, este resultado confirma la 
sensibilidad de la hipófisis vieja a la estimulación por GHS (Chapman, Bach, et al., 1996; 
Chapman, Hartman, et al., 1996) y avala la efectividad del tratamiento con GHRP-6 en las 
condiciones experimentales de este estudio.  
 
 
2.- CAMBIOS PERIFÉRICOS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN RATAS VIEJAS: EFECTO 
DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 EN LOS NIVELES CIRCULANTES DEL 
IGF-I 
 
Nuestros resultados confirman que la disminución de la secreción de GH en el 
envejecimiento se acompaña de una disminución de los niveles séricos del IGF-I, como 
ha sido ampliamente documentado (Florini y Roberts, 1980; D’Costa et al., 1993; Velasco et al., 
2001; Frutos, Cacicedo, Fernández et al., 2007). La disminución de la amplitud de los pulsos de 
secreción de GH es el principal factor implicado en la disminución de la expresión del gen del 
IGF-I hepático y de los bajos niveles del IGF-I sérico que ocurren el envejecimiento (Breese et 
al., 1991; Sonntag et al., 1992). 
 
Los niveles del IGF-I circulante no se modifican significativamente por el 
tratamiento con GH. Esta falta de respuesta a GH del IGF-I hepático, que no observamos en 
un estudio previo con ratas dos meses más jóvenes (Velasco et al., 2001), puede estar 
relacionada con una disminución de la sensibilidad hepática a GH. En este sentido, estudios 
previos han sugerido que las vías de señalización de GH están alteradas en el hígado de las 
ratas viejas (Xu et al., 1995). El envejecimiento va acompañado de una resistencia a GH 
(Lieberman et al., 1994). Esta resistencia periférica a GH podría contribuir a la disminución de 
la expresión del gen del IGF-I en el envejecimiento y a la falta de respuesta observada tras la 
administración de GH en las ratas viejas. 
 
El tratamiento con GHRP-6 tampoco modifica los niveles del IGF-I circulante en 
las ratas viejas. El efecto de los GHS en los niveles del IGF-I periférico en el envejecimiento 
es contradictorio. Nuestros resultados confirman estudios previos en perros (Cella et al., 1996) 




que a pesar de que los GHS inducen GH, la respuesta del IGF-I a la administración de GHS 
desaparece en el envejecimiento. Sin embargo, en estudios previos (Frutos, Cacicedo, 
Fernández et al., 2007) donde utilizamos ratas viejas de 27 meses, en vez de 29 meses, 
observamos que el tratamiento con GHRP-6 revertía los niveles del IGF-I circulante a los 
niveles propios de las ratas adultas. En humanos, los datos también son contradictorios. En el 
estudio de Chapman et al. (1996) se observó que la administración del secretagogo MK-677 
durante 4 semanas estimulaba la secreción pulsátil de GH aumentando significativamente los 
niveles plasmáticos de GH e IGF-I, restaurándose los niveles hasta los del adulto. De acuerdo 
con este estudio, el tratamiento de ancianos con el secretagogo oral capromorelina también 
produjo un aumento de los niveles del IGF-I plasmático (White et al., 2009). Otros estudios en 
humanos no han confirmado este efecto (Aloi et al., 1994; Rigamonti et al., 2002). Las 
discrepancias entre los distintos estudios pueden deberse, entre otras causas, a diferencias en 
el diseño experimental, tales como la edad, el GHS empleado, la dosis administrada y la 
duración del tratamiento.  
 
Esta parte del estudio confirma que la actividad del eje GH/IGF-I declina con la 
edad. La disminución de los niveles séricos del IGF-I asociados a la edad refleja el 
declinar de la expresión del gen de GH en la hipófisis y de su secreción en el 
envejecimiento (Vermeulen, 1987; Rudman et al., 1990; Cuneo et al., 1992; Corpas et al., 
1993). El hecho de que se mantenga el retrocontrol negativo por GH avala la 
permanencia de la sensibilidad a la GH exógena. El aumento del IGF-I hipofisario tras el 
tratamiento con GHRP-6 sugiere que la hipófisis vieja mantiene su capacidad de 
respuesta a los GHS. 
 
 
3.- CAMBIOS DEL SISTEMA GH/IGF-I EN EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS 
 
A diferencia de los cambios ampliamente consensuados en los niveles plasmáticos de 
GH e IGF-I en el envejecimiento, los estudios sobre las alteraciones del sistema GH/IGF-I en el 
cerebro son escasos y en muchos casos contradictorios. 
 
3.1.- Expresión del ARNm del R-GH en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Nuestro trabajo demuestra que los niveles de expresión del ARNm del R-GH no 
varían significativamente con la edad ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. 
Estos resultados contradicen los obtenidos mediante técnicas de unión a ligando, en los que se 
ha demostrado que en el envejecimiento se produce una disminución de los sitios de unión a 
GH en el cerebro (Lai et al., 1993; Zhai et al., 1994; Nyberg y Burman, 1996; Nyberg, 1997). 
Aunque no podemos descartar alteraciones a nivel de la traducción de la proteína o de la 
transducción de la señal, el hecho de que se mantenga la expresión del ARNm del R-GH en el 
cerebro de las ratas viejas sugiere que la GH puede ejercer sus acciones en el cerebro viejo. El 
tratamiento con GH o GHRP-6 no modifica los niveles de expresión del ARNm del R-GH lo que 
sugiere que las posibles acciones de estos compuestos en el cerebro no se deben a un 





3.2.- Expresión del ARNm del IGF-I y del R-IGF-I en el cerebro de ratas 
viejas: efecto del tratamiento con GH o GHRP-6 
 
La expresión de los ARNms del IGF-I y del R-IGF-I no se altera en el 
envejecimiento ni en la corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. De acuerdo con estudios 
previos de nuestro grupo (López-Fernández et al., 1996), el tratamiento con GH estimula la 
expresión del ARNm del IGF-I y del ARNm del R-IGF-I en la corteza cerebral anterior de 
las ratas viejas sin observarse ningún efecto en el hipocampo. Estudios previos sobre el 
efecto de GH en el IGF-I cerebral son contradictorios, habiéndose observado desde una falta 
de efecto (Sato y Frohman, 1993; Gosteli-Peter et al., 1994) hasta inducción de los niveles del 
ARNm del IGF-I (Hynes et al., 1987; Frago et al., 2002). Estas discrepancias pueden deberse a 
los diferentes modelos experimentales y abordajes utilizados en los estudios. En el primero de 
estos estudios (Sato y Frohman, 1993), el análisis estaba restringido al IGF-I hipotalámico de 
ratas dwarf deficientes de GH. En el estudio de Gosteli-Peter et al. (1994), se analizó el efecto 
de la infusión continua de GH en el cerebro entero de ratas jóvenes hipofisectomizadas. Este 
abordaje experimental incrementa los niveles del IGF-I sérico y la formación de grandes 
complejos con las IGFBP, mientras que en nuestras condiciones experimentales no se induce 
ninguna variación en el IGF-I sérico. En el estudio de Frago et al. (2002) el análisis del IGF-I se 
realizó en el hipotálamo, hipocampo y cerebelo de ratas jóvenes.  
 
El mantenimiento de la expresión del ARNm del R-GH junto con el aumento de la 
expresión del IGF-I tras el tratamiento con GH apoya la existencia de un sistema GH/IGF-I 
funcional en la corteza cerebral anterior de la rata vieja. Además, estos resultados 
sugieren un efecto área específico de la GH en el cerebro de la rata vieja. 
 
La administración de GHRP-6 no modifica significativamente la expresión del 
ARNm del IGF-I ni del R-IGF-I en ninguna de las áreas cerebrales estudiadas. Estudios 
previos sobre el efecto de los GHS en la expresión del IGF-I en el cerebro sugieren que los 
GHS estimulan la expresión del IGF-I en el hipotálamo, hipocampo (Frago et al., 2002) y en el 
cerebelo de ratas jóvenes (Frago et al., 2002) y viejas (Pañeda et al., 2003). Las diferencias 
encontradas con nuestro estudio pueden deberse a la edad de las ratas y a las pautas de 
tratamiento. En el estudio de Frago et al. (2002) se utilizaron ratas jóvenes y se administró 
GHRP-6 de forma continúa en la vena yugular durante 7 días. El estudio de Pañeda et al. 
(2003) se llevó a cabo en el cerebelo de ratas viejas. 
 
3.3.- Expresión de los ARNms de los R-GHS en el cerebro de ratas viejas: efecto 
del tratamiento con GH o GHRP-6 
 
La expresión de los receptores de los secretagogos, R-GHS-1a y R-GHS-1b, es 
indetectable en la corteza cerebral anterior de las ratas jóvenes y viejas. Sin embargo, ambos 
receptores son detectables en el hipocampo, lo que sugiere una mayor abundancia a este nivel 
así como su posible implicación en las funciones cognitivas mediadas por el hipocampo.  
 
En el hipocampo de las ratas viejas no se observan cambios de expresión del ARNm 
del R-GHS-1a pero sí una clara disminución del ARNm del R-GHS-1b. La información sobre el 
efecto del envejecimiento en la expresión de la ghrelina y de sus receptores es escasa. Se ha 




et al., 2002), en la hipófisis de ratones hembras (Yan et al., 2004) y de ratas viejas (Frutos, 
Cacicedo, Méndez et al., 2007). Por el contrario, en el cerebro de ratones viejos C5BL6/J la 
expresión del R-GHS-1a se mantiene constante (Sun et al., 2007). 
 
Hoy en día está ampliamente aceptado que la ghrelina y los GHS ejercen sus acciones 
biológicas mediante la activación del R-GHS-1a (Kojima et al., 1999; Bednarek et al., 2000; 
Matsumoto et al., 2001; Muccioli et al., 2001). El R-GHS-1b es un receptor truncado que no se 
une ni responde a los GHS (Howard et al., 1996) y cuyo significado funcional es aún 
desconocido, por lo que la implicación funcional de su disminución en el hipocampo es 
actualmente impredecible. 
 
La presencia del R-GHS-1a en determinadas áreas del cerebro de la rata vieja 
sugiere que tanto la ghrelina como los GHS podrían actuar como agentes terapeúticos a 









1.- EFECTO DE GH SOBRE LA OLIGODENDROGÉNESIS EN CÉLULAS 
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS 
 
1.1.- Efecto de GH sobre el número de precursores de OD y de OD maduros 
 
El efecto de GH sobre la mielinización del sistema nervioso es menos conocido y más 
controvertido que el del IGF-I. Con la intención de aportar más información en este campo, en 
el presente trabajo hemos abordado en primer lugar el estudio del efecto de GH sobre el 
proceso de oligodendrogénesis in vitro. 
 
En nuestro modelo experimental de cultivo primario mixto, el análisis 
inmunocitoquímico muestra por primera vez que la GH es capaz de aumentar el número 
de OD. Este efecto fue evidente en OD inmaduros (O4+) y en OD maduros (MBP+) después de 
11 y 12 días in vitro respectivamente (lo que corresponde a los días postnatales 7 y 8), siendo 
el efecto más marcado en los OD maduros.  
 
La regulación de la oligodendrogénesis por distintos factores neurotróficos implica que 
la transición entre los distintos estadíos madurativos que conlleva el proceso de diferenciación 
puede ser afectada positiva o negativamente por dichos factores. La progresión desde el 
estadío de O4 hacia el estadio de OD maduro es una de las etapas sometidas a regulación, de 
modo que la generación de OD maduros a partir de precursores O4 (+) es un fenómeno que no 
se produce por defecto sino que precisa la intervención de determinados factores neurotróficos 




Los resultados del presente trabajo sugieren que la GH no solo estimula la proliferación 
de los precursores de OD sino que también promueve su diferenciación a OD maduros y que, 
por tanto, la transición de OD O4 (+) a OD maduros está mediada por GH. 
 
De acuerdo con estos resultados, Almazán et al. (1985), evidenciaron un incremento en 
la expresión de MBP y en la actividad CNPasa en cultivos de agregados de células 
cerebrocorticales fetales tras tratamiento con GH bovina, sugiriendo una acción directa de GH 
sobre la diferenciación celular en el cerebro embrionario. Sin embargo, estudios previos de 
nuestro laboratorio mostraron, en un sistema de cultivo idéntico al empleado en este trabajo, 
que el efecto proliferativo y diferenciador de GH sobre las células neurales presentes en el 
cultivo está mediado por el IGF-I (Ajo et al., 2003), lo que apoya la existencia de un eje 
endógeno GH/IGF-I en el cerebro fetal y sugiere que el IGF-I podría mediar las acciones de la 
GH sobre oligodendrogénesis observadas en nuestro estudio. 
 
1.2.- Participación de las vías PI3K y MAPK en los efectos de GH sobre la 
oligodendrogénesis in vitro 
 
En la propagación intracelular de la señal desencadenada por la unión de GH a su 
receptor se hallan involucradas, entre otras, la vía de señalización de las MAPK y de la PI3K 
(Möller et al., 1992; Souza et al., 1994; Argetsinger et al., 1996; Carter-Su et al., 1996; 
Vanderkuur et al., 1997; Yamauchi et al., 1998). 
 
En nuestro sistema de cultivo hemos confirmado la capacidad de GH para activar 
tanto la vía MAPK como la vía PI3K. No obstante, la cinética de activación es distinta para 
cada una de ellas. Así, en el caso de la vía de la MAPK la activación máxima ocurre a los 5-10 
minutos y desciende progresivamente hasta alcanzar los niveles basales a los 30 minutos. Por 
el contrario, en el caso de la PI3K el pico de máxima activación es más tardío, 30 minutos, 
manteniéndose niveles elevados hasta los 60 minutos. Estos datos están de acuerdo con 
estudios previos que han demostrado que la GH es capaz de fosforilar y activar rápidamente la 
vía MAPK (ERK1/ERK2) (Campbell et al., 1992), además de promover la unión de la subunidad 
reguladora de 85 kDa de la PI3K al IRS-1 e IRS-2 (Argetsinger et al., 1995).  
 
Con el objetivo de determinar qué vías de señalización activadas por GH participan en 
el proceso de oligodendrogénesis inducido por ésta, se empleó la estrategia del bloqueo de las 
rutas potencialmente implicadas mediante inhibidores específicos. 
 
Nuestros resultados indican que tanto la vía PI3K como la vía MAPK (ERK1/2) 
participan en la oligodendrogénesis inducida por GH. El bloqueo de cada una de ellas 
conduce a una disminución en el número de OD inmaduros y maduros que se desarrollan en 
respuesta a GH y en consecuencia una disminución en la expresión de O4 y de MBP. 
 
La inhibición simultánea de las vías PI3K y MAPK bloquea por completo el efecto de GH 
sobre la expresión de O4 y MBP, indicando que o bien el efecto de GH está mediado 
exclusivamente por estas dos vías o bien que, de existir otros mediadores, éstos precisarían, 





Además, se observó una disminución de la expresión basal de O4 y MBP en los cultivos 
tratados solo con los inhibidores. Este efecto puede reflejar la necesidad de las vías de 
señalización de las MAPK y PI3K para la supervivencia de los OD, como demostraron 
previamente Vemuri y McMorris (1996), dado que no se ha evidenciado ningún efecto tóxico de 
los inhibidores LY294002 y PD098059 durante tiempos prolongados de incubación (Vlahos et 
al., 1994). 
 
1.3.- Efecto de GH sobre la activación de CREB 
 
La presencia de CREB se ha demostrado en los OD, donde su expresión está regulada 
por el desarrollo, de modo que los máximos niveles de expresión se detectan inmediatamente 
antes del pico de mielinización (Sato-Bigbee y Yu, 1993; Sato-Bigbee et al., 1994; Sato-Bigbee 
y DeVries, 1996). Su activación puede ser inducida en estas células por numerosos estímulos, 
entre los que se encuentran factores de crecimiento (Pende et al., 1997), agonistas ß-
adrenérgicos, histamina, glutamato, ATP o NT-3 (Sato-Bigbee et al., 1999; Johnson et al., 
2000). Además, CREB es un mediador de la inducción de MBP ejercida por AMPc en las 
células oligodendrogliales (Sato-Bigbee y DeVries, 1996). En estudios previos realizados en 
nuestro laboratorio se demostró que CREB es activado por IGF-I en cultivo primario mixto de 
células cerebrocorticales y que dicha activación es necesaria para la inducción de MBP por 
IGF-I (Palacios et al., 2005). 
 
En este trabajo hemos demostrado que CREB es activado por GH en cultivo 
primario mixto de células cerebrocorticales. Aunque otros estudios llevados a cabo en 
diferentes tipos celulares han demostrado el efecto de GH en la activación de CREB (Yarwood 
et al., 1998), nuestros resultados son los primeros en evidenciar que la GH activa al factor de 
transcripción CREB en células cerebrocorticales embrionarias. Dado que la fosforilación de 
CREB en los OD también es estimulada por el IGF-I y otros conocidos factores que influyen en 
el proceso de oligodendrogénesis como el AMPc o la NT3 (Raible y McMorris, 1989; Barres et 
al., 1994; Sato-Bigbee y DeVries, 1996), es posible que la activación de CREB inducida por GH 
medie en el desarrollo de los OD inducido por GH. CREB podría integrar las acciones de 
diferentes cascadas de señalización activadas por distintas señales para regular la 
diferenciación de los OD y la mielinización. 
 
A pesar de los datos que avalan la implicación de CREB en el proceso de mielinización, 
los resultados obtenidos en varios laboratorios (Gandelman et al., 1989; Zhang y Miskimins, 
1993) indican que el tiempo requerido para la estimulación de la expresión de MBP por AMPc 
(24-48h) es demasiado largo para asumir una regulación directa por CREB. Esta observación 
junto con la ausencia de un sitio de unión a CREB en la región promotora del gen de MBP 
requerida para la inducción de AMPc (Zhang y Miskimins, 1993) apoya la idea de que CREB 
puede regular la expresión de MBP de manera indirecta. Zhang y Miskimins (1993) observaron 
que la región necesaria para la inducción de MBP no contiene una secuencia CRE sino un sitio 
de unión para el factor nuclear I (NFI). El NFI es una proteína de unión al ADN que activa la 
transcripción de numerosos genes eucariotas (Jones et al., 1987) y su unión al promotor de 
MBP ha sido observada por varios investigadores (Tamura et al., 1988; Miura et al., 1989; 
Aoyama et al., 1990). Aunque el papel de CREB en la regulación de los niveles de factores de 




CREB estimule la expresión de otras proteínas nucleares que pueden a su vez unirse 
directamente al gen de MBP y activarlo. 
 
2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GH SOBRE LA REMIELINIZACIÓN DEL CEREBRO 
EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
2.1.- Efecto del tratamiento con GH i.c.v. sobre la remielinización del cerebro de 
ratas viejas 
 
El presente estudio demuestra la existencia de una disminución en el contenido de 
MBP cerebral asociada al envejecimiento en la rata. Esta disminución está en consonancia 
con los hallazgos de otros autores en el cerebro humano (Lintl y Braak, 1983; Kemper, 1993) 
que han observado una disminución relacionada con la edad de la tinción específica para 
mielina en la corteza y en la sustancia blanca cerebral. En el mismo sentido, Peters y Sethares 
(2002) han evidenciado en diversas regiones cerebrales de primates viejos numerosas 
alteraciones estructurales de la mielina que reflejan una degeneración axonal. 
 
Además de confirmar la disminución del contenido de mielina en cerebro envejecido, 
hemos puesto de manifiesto por primera vez la capacidad del tratamiento con GH i.c.v. 
de revertir la hipomielinización del cerebro de rata vieja en todas las áreas cerebrales 
estudiadas. Dado que tanto la GH como el IGF-I participan en el proceso de 
oligodendrogénesis, la disminución de los niveles de GH e IGF-I en el envejecimiento podría 
contribuir a las alteraciones de la vaina de mielina que ocurren con la edad. La reversibilidad de 
la hipomielinización tras el tratamiento con GH, observado en este estudio, apoya esta 
hipótesis.  
 
Estudios previos han mostrado que el ritmo de remielinización tras una desmielinización 
experimental está disminuido en la rata vieja (Shields et al., 1999) y que este hecho se asocia 
con un retraso en la acumulación del ARNm del IGF-I en la lesión desmielinizante (Hinks y 
Franklin, 2000). Estos hallazgos sugieren que en la rata vieja existe, quizá como consecuencia 
de los bajos niveles de GH e IGF-I, una cierta incapacidad para reponer a un ritmo adecuado 
posibles pérdidas fisiológicas de mielina resultando finalmente en una disminución de su 
contenido. También se ha ha descrito una disminución selectiva en la actividad, tanto basal 
como inducida, de la vía de señalización MAPK en el cerebro de animales viejos (Zhen et al., 
1999). Este mecanismo podría contribuir a la hipomielinización del cerebro envejecido, dada la 
importancia de esta vía de señalización en la iniciación del efecto de GH e IGF-I sobre el 
proceso de oligodendrogénesis, como hemos puesto de manifiesto en el presente trabajo y en 
estudios previos (Palacios et al., 2005). 
 
2.2.- Efecto del tratamiento subcutáneo con GH sobre la remielinización del 
cerebro de ratas viejas 
 
Una vez comprobado el efecto remielinizante de la administración i.c.v. de GH 
estudiamos la efectividad de la GH administrada periféricamente como un tratamiento 




En este estudio, donde analizamos el contenido de mielina mediante Western 
inmunoblot, observamos una disminución evidente de la banda de 21 kDa asociada al 
envejecimiento. En trabajos previos donde se ha determinado la mielina mediante Western 
inmunoblot y en estudios de expresión de los ARNms de MBP se ha observado que cada 
isoforma presenta su propio patrón de expresión y acumulación durante el desarrollo (Carson 
et al., 1983). En general, los estudios disponibles indican que la isoforma de 21 kDa se expresa 
en mayor proporción durante el desarrollo temprano del cerebro, y se encuentra en 
concentraciones proporcionalmente más altas en mielina aislada de cerebros de roedores 
jóvenes. Con la edad la proporción de las isoformas de MBP de 21 y 17 kDa disminuye en 
relación con la de las isoformas de 18,5 y 14 kDa (Sugiyama et al., 2002) 
 
El tratamiento con GH subcutánea no incrementó la expresión de la banda de 21kDa en 
el cerebro de las ratas viejas. Diversas razones pueden justificar este hallazgo. En primer lugar, 
es posible que el tiempo de tratamiento y la dosis de GH s.c. no hayan sido suficientes para 
conseguir una recuperación como la observada con la GH i.c.v.. Otro posible factor puede ser 
el hecho de que al ser los animales tratados con GH s.c. más viejos (29 meses) que los 
tratados con GH i.c.v. (28 meses), la capacidad de remielinización esté más deteriorada. 
Además, hay que tener en cuenta la distinta sensibilidad de los métodos analíticos utilizados 
para valorar el contenido de mielina. En el Western inmunoblot se analizó la expresión de MBP 
en extractos de corteza cerebral anterior mientras que con la inmunohistoquímica analizamos 
áreas concretas, ricas en MBP, donde los cambios se evidencian con mayor precisión.  
 
2.3.- Mediación de IGF-I en los efectos de GH sobre la remielinización del cerebro 
de ratas viejas 
 
El hecho de que el tratamiento con GH s.c. no nos permitiera evidenciar cambios en la 
expresión de MBP nos llevó a realizar un estudio adicional donde se valoró la expresión de 
MBP por inmunohistoquímica. Además, nos propusimos clarificar si el efecto observado de GH 
en la remielinización del cerebro de rata vieja se debía a una acción directa de GH o estaba 
mediado por un factor inducido por GH. Los efectos de GH en la función cerebral in vivo 
pueden resultar de la acción directa de la hormona en sus receptores cerebrales o ser debidos 
a la inducción por GH de mediadores locales o periféricos que acceden al SNC. En este 
sentido, estudios previos realizados en nuestro laboratorio en cultivos de células 
cerebrocorticales han demostrado que la estimulación de la proliferación y diferenciación de 
precursores neurales por GH está mediada por la inducción local del IGF-I (Ajo et al., 2003). 
 
Son numerosos los trabajos que han puesto de manifiesto la participación del IGF-I en 
el desarrollo y supervivencia de los OD y de sus progenitores, así como en la mielinización 
(Baker et al., 1993; Carson et al., 1993; Ye et al., 1995; Liu et al., 2002; Aberg et al., 2007). El 
hecho de que estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraran la capacidad del 
IGF-I para inducir el desarrollo de los OD in vitro (Palacios et al, 2005) junto con la observación, 
confirmada en este trabajo, de que la administración de GH estimula la expresión del IGF-I en 
los hemisferios cerebrales de la rata vieja (López-Fernández et al., 1996) nos llevó a estudiar la 
posible implicación del IGF-I en los efectos observados de GH en la remielinización del cerebro 





Con este objetivo se empleó la estrategia del bloqueo de la acción del IGF-I mediante 
un inhibidor específico del R-IGF-I, JB-1. Aunque el tratamiento con GH no produjo un aumento 
significativo de la expresión de MBP en la comisura blanca anterior, el bloqueo del R-IGF-I 
disminuyó la expresión de MBP en respuesta a GH sugiriendo la implicación del IGF-I en la 
remielinización inducida por GH.  
 
A pesar de que se ha demostrado la capacidad del IGF-I de atravesar la BHE 
(Reinhardt y Bondy, 1994), el hecho de que en nuestras condiciones experimentales el 
tratamiento con GH no produzca cambios significativos en los niveles del IGF-I circulante, pero 
si en ciertas áreas cerebrales como en la corteza cerebral anterior de las ratas viejas, sugiere 
que el IGF-I de origen local sea el mediador de las acciones de GH en la remielinización del 
cerebro de rata vieja. 
 
2.4.- Efecto de GH sobre la activación de CREB en el cerebro de ratas viejas 
 
En este estudio se confirma que en el envejecimiento se produce una disminución 
de la activación de CREB en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo de las ratas 
viejas, como se había observado en varios estudios previos (Asanuma et al., 1996; 
Hattiangady et al., 2005; Williams et al., 2008). Se ha sugerido que la disminución de la 
expresión de CREB en el envejecimiento posiblemente contribuye a la alteración de la 
regulación de la expresión de genes mediada por AMPc según avanza la edad y a las 
deficiencias cognitivas que acompañan al envejecimiento fisiológico. Por otro lado, como 
hemos mencionado anteriormente, se ha demostrado que CREB participa, al menos de manera 
indirecta, en la inducción de MBP, por lo que la disminución de la expresión de este factor de 
transcripción en el envejecimiento podría estar implicada también en la hipomielinización del 
cerebro de la rata vieja.  
 
A diferencia de lo observado en los estudios in vitro, la GH no activa la fosforilación 
de CREB en el cerebro de la rata vieja. La falta de activación de CREB tras la administración 
de GH puede estar relacionada con una alteración de la capacidad intrínseca de activación de 
CREB en el envejecimiento. En este sentido, algunos estudios realizados en ratas y en ratones 
viejos han demostrado que en el envejecimiento no solo se produce una disminución de los 
niveles basales de activación de CREB, sino también una desregulación de la activación de 
CREB ante distintos estímulos, como el aprendizaje (Asanuma et al., 1996; Foster et al., 2001; 
Brightwell et al., 2004; Hattiangady et al., 2005; Monti et al., 2005).  
 
Se ha sugerido que el envejecimiento podría afectar a la amplitud y al perfil temporal de 
la fosforilación de CREB. Así, el estudio de Tomobe et al. (2007) demostró en ratones con 
envejecimiento acelerado (SAMP8) una alteración del patrón de activación de CREB en 
comparación con ratones controles. Los ratones SAMP8 manifestaron un único pico de 
fosforilación de CREB, 9 horas después de la estimulación. Por motivos técnicos, nuestras 
ratas fueron sacrificadas en un intervalo de tiempo entre 30 minutos y 2 horas después de la 
administración de la última dosis de GH. Esto plantea la posibilidad de que la activación de 
CREB en las ratas viejas podría ser observada a tiempos más largos que a los que se 





Diferentes vías de señalización promueven la fosforilación de CREB, y se han 
demostrado numerosas proteínas quinasas implicadas en su activación. En neuronas, las 
quinasas PKA, MAPK y CaMKIV juegan un papel relevante en la fosforilación de CREB tras la 
estimulación neuronal (Barco et al., 2003; Carlezon et al., 2005). Por lo tanto, es posible que la 
falta de activación de CREB tras el tratamiento con GH pueda estar relacionada con 
alteraciones de las vías de señalización intracelulares implicadas en su fosforilación. En esta 
línea, se ha sugerido que cambios en la homeostasis del Ca2+ durante el envejecimiento son el 
principal factor que altera el balance entre las actividades de las proteínas quinasas y de las 
fosfatasas y, por tanto, desencadenante de la pérdida de fosforilación de CREB y de la 
expresión de genes mediada por CRE (Foster et al., 2001). 
 
Por último, debemos considerar la duración del tratamiento con GH. En el estudio de Xu 
et al. (2010) el tratamiento de ratas viejas con procianidinas consiguió elevar significativamente 
los niveles de CREB fosforilado en el hipocampo de ratas con deficiencias cognitivas. En este 
estudio, las ratas fueron tratadas durante 7 semanas, mientras que las nuestras fueron tratadas 
durante 1 semana. Quizás, sea necesario un tratamiento con GH de mayor duración para 









1.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA DIFERENCIACIÓN DE OD EN CÉLULAS 
CEREBROCORTICALES EMBRIONARIAS 
 
Además de su papel en la regulación de la secreción de GH, los GHS y la ghrelina 
tienen importantes acciones tróficas en diversos órganos y tejidos periféricos. Existe escasa 
información sobre las acciones de la ghrelina en el SNC. En ratas se ha observado una acción 
proliferativa de la ghrelina en neuronas del nervio vago (Zhang et al., 2004) y en el hipocampo 
(Johansson et al., 2008; Barlind et al., 2010). No existen estudios sobre el papel de la ghrelina 
y los GHS en el desarrollo del sistema nervioso, ni en los procesos de oligodendrogénesis y 
mielinización del cerebro durante el desarrollo. 
 
En este estudio hemos observado que el tratamiento con GHRP-6 de células 
cerebrocorticales embrionarias induce la expresión de MBP en todas las 
concentraciones estudiadas, observándose un efecto dosis-respuesta con un pico máximo a 
la concentración de 10-8 M y un menor efecto a concentraciones superiores o inferiores. Estos 
resultados sugieren la existencia de receptores funcionales de ghrelina en nuestro cultivo de 
células neurales embrionarias y confirman que el GHRP-6 es capaz de inducir el proceso de 
diferenciación de los OD a OD maduros que expresan MBP. Además, evidencian por primera 
vez que el GHRP-6 es capaz de promover la oligodendrogénesis en el cerebro durante el 
desarrollo embrionario sugiriendo que la ghrelina juegue un papel en el proceso de 





2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA REMIELINIZACIÓN DEL 
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
2.1.- Efecto del tratamiento con GHRP-6 subcutáneo sobre la remielinización del 
cerebro de ratas viejas 
 
La activación por GH de la remielinización del cerebro de ratas viejas junto con el 
estímulo por GHRP-6 del proceso de oligodendrogénesis in vitro nos llevó a estudiar el efecto 
del tratamiento con GHRP-6 in vivo sobre la hipomielinización del cerebro de ratas viejas. 
 
El presente estudio, confirma, una vez más, la existencia de una disminución en el 
contenido de MBP cerebral asociada al envejecimiento, y pone de manifiesto por primera 
vez, su reversibilidad parcial tras el tratamiento con GHRP-6. 
 
Tanto en ratas de 24 como de 29 meses, el tratamiento con GHRP-6 durante 15 días 
produjo un aumento de la expresión de MBP, analizado tanto por inmunohistoquímica como por 
Western inmunoblot. En las ratas de 29 meses de edad el efecto solo se observó en la corteza 
cerebral anterior y no en el hipocampo, sugiriendo un efecto área-específico. Este efecto 
remielinizante, está en línea con estudios previos que han demostrado acciones 
neuroprotectoras de la ghrelina en los oligodendrocitos (Lee et al., 2011) y la implicación de los 
GHS en el proceso de mielinización en un modelo de lesión medular (Lee, Chung, et al., 2010). 
 
2.2- Papel del IGF-I en la remielinización inducida por GHRP-6 en el cerebro de 
ratas viejas 
 
Al igual que con la GH, los resultados obtenidos in vitro e in vivo no nos permiten 
afirmar si el efecto observado de GHRP-6 en la oligodendrogénesis y en la remielinización del 
cerebro de rata vieja se debe a una acción directa o está mediado por un factor inducido por 
GHRP-6. 
 
Estudios previos han sugerido que las acciones neuroprotectores de ghrelina podrían 
implicar al eje GH/IGF-I. Dado que el IGF-I es un importante activador de la mielinización y que 
ghrelina induce la expresión del IGF-I en ciertas condiciones experimentales (Frago et al., 
2002, 2005), el IGF-I podría mediar las acciones de GHRP-6 sobre la hipomielinización del 
cerebro de las ratas viejas. Con el objetivo de dilucidar el papel del IGF-I en el efecto 
remielinizante del GHRP-6 se empleó la misma estrategia utilizada con GH. Esto nos permitió 
demostrar que el IGF-I participa en la remielinización inducida por GHRP-6 en el cerebro 
de las ratas viejas, ya que el bloqueo del R-IGF-I produce una disminución de la expresión de 
MBP en respuesta a GHRP-6. La participación del IGF-I en los efectos neuroprotectores de la 
ghrelina en la sustancia blanca ha sido sugerida anteriormente por Lee, Chung, et al. (2010) en 
un modelo de lesión medular donde observaron que las acciones de la ghrelina sobre la mielina 
iban acompañadas de un aumento de la expresión del IGF-I en el tejido lesionado.  
 
Aunque el tratamiento con GHRP-6 no incrementa los niveles del IGF-I circulante ni del 




GHRP-6 sobre la remielinización del cerebro viejo al bloquear el receptor del IGF-I sugiere que 
el GHRP-6 requiere la presencia del IGF-I en sus acciones mielinizantes. 
 
 
3.- EFECTO DE GHRP-6 SOBRE LA ACTIVACIÓN DE CREB EN EL CEREBRO DE 
RATAS VIEJAS 
 
La información actual sobre el papel de CREB en la estimulación de la transcripción por 
GHS es escasa. Se ha demostrado in vitro que GHRP-6 induce la fosforilación de CREB en 
células GH3 (Tian et al., 2010) y en cultivos de células hipocampales (Cuellar e Isokawa, 
2011). In vivo, en un modelo de ratas diabéticas, la ghrelina aumenta la fosforilación de CREB 
en el hipocampo (Ma et al., 2011) y en el hipotálamo de ratas adultas tras su administración 
i.c.v. (Lage et al., 2010). 
 
En nuestro estudio GHRP-6 no promueve la fosforilación de CREB en el cerebro de 
la rata vieja. Esta falta de efecto puede deberse a causas similares a los mencionados en el 
caso de GH, como una pérdida de la capacidad intrínseca de activación de CREB en el 
envejecimiento, un patrón tiempo-respuesta alterado, una alteración de las vías de señalización 
implicadas en la fosforilación de CREB, un tiempo de sacrificio de los animales no adecuado 
para ver el pico de activación de CREB o una duración del tratamiento demasiado corta para 
producir los cambios celulares necesarios para recuperar la capacidad de activación de CREB 




D.- ALTERACIONES DE BDNF RELACIONADAS CON EL 
ENVEJECIMIENTO 
 
1.- Expresión del ARNm de BDNF en el cerebro de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
Numerosos estudio in vitro e in vivo, han puesto de manifiesto la relevancia de BDNF en 
los procesos de oligodendrogénesis y mielinización en el SNC y SNP. Alteraciones de la 
expresión o función de BDNF con la edad podrían jugar un papel causal en la hipomielinización 
característica del envejecimiento.  
 
Nuestros resultados muestran una disminución en la expresión del ARNm de 
BDNF en la corteza cerebral anterior y en el hipocampo de la rata vieja. En ratas, el efecto 
del envejecimiento en la expresión de BDNF es controvertido. Así, en función de la cepa de 
rata, el área cerebral estudiada y la técnica de cuantificación utilizada se han descrito 
aumentos (Katoh-Semba et al., 1998), disminuciones (Narisawa-Saito y Nawa, 1996; Hayashi 
et al., 1997; Croll et al., 1998; Murer et al., 2001; Hattiangady et al., 2005; Silhol et al., 2005), o 
no alteraciones (Croll et al., 1998; Katoh-Semba et al., 1998; Webster et al., 2002; Bimonte et 





En ratas Wistar, la cepa utilizada en el presente estudio, se ha observado mediante 
PCR que en el hipocampo los niveles del ARNm de BDNF no variaban con la edad mientras 
que los de la proteína, valorados mediante ELISA, aumentaban (Silhol et al, 2007). Las 
discrepancias con nuestros resultados pueden deberse a diferencias en la técnica de PCR 
utilizada y a la diferencia de edad de las ratas en ambos estudios, ya que nuestras ratas eran 
de 29 meses mientras que las del estudio de Silhol et al. (2007) eran de 24 meses.  
 
El tratamiento con GH aumenta la expresión del ARNm de BDNF en la corteza 
cerebral anterior de la rata vieja pero no en el hipocampo, sugiriendo una acción de GH 
área-específica. Como hemos mencionado anteriormente, el tratamiento con GH induce la 
expresión del ARNm de IGF-I en la corteza cerebral anterior, pero no en el hipocampo. Este 
aumento de la expresión del IGF-I podría ser, a su vez, el responsable del aumento de la 
expresión de BDNF en la corteza cerebral anterior tras el tratamiento con GH. A favor de esta 
hipótesis, existen estudios previos que han demostrado que el IGF-I incrementa los niveles de 
BDNF en áreas cerebrales lesionadas (Kazanis et al., 2004).  
 
El efecto de GHRP-6 sobre la expresión del ARNm de BDNF en el cerebro de rata vieja 
difiere del ejercido por GH. El GHRP-6 disminuye la expresión del ARNm de BDNF en la 
corteza cerebral anterior sin modificarla en el hipocampo, sugiriendo, de igual manera que con 
GH, una acción de los GHS sobre la expresión de BDNF área-específica.  
 
2.- Expresión del ARNm de BDNF en la hipófisis de ratas viejas: efecto del 
tratamiento con GH o GHRP-6 
 
En este estudio se confirma que en el envejecimiento se produce un aumento de 
la expresión del gen de BDNF en la hipófisis. Este fenómeno fue descrito anteriormente por 
Rage et al. (2007), quienes además demostraron que el aumento de la expresión del ARNm de 
BDNF en el envejecimiento no se acompaña de un aumento paralelo de la proteína. En otros 
estudios se ha observado que los niveles del ARNm de BDNF en la hipófisis no varían en el 
envejecimiento (Kononen et al., 1994, 1995).  
 
El tratamiento con GH o GHRP-6 tiene un efecto diferente en la expresión del ARNm de 
BDNF. Mientras que la GH disminuye significativamente la expresión del ARNm de BDNF 
en la hipófisis, el GHRP-6 no modifica su expresión. Estos datos sugieren que los cambios 
de GH en el envejecimiento influencian la expresión de este factor neurotrófico cuya función en 
la hipófisis está por definir. Tanto estos resultados como los obtenidos en la corteza 
cerebral ponen de manifiesto por primera vez la acción reguladora de la GH sobre la 










E.- ALTERACIONES INFLAMATORIAS EN EL CEREBRO 
RELACIONADAS CON EL ENVEJECIMIENTO 
 
 
1.- EXPRESIÓN DE CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS EN EL CEREBRO DE RATAS 
VIEJAS: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 
 
Durante los últimos años ha ido ganando consistencia el concepto de que el 
envejecimiento está asociado a fenómenos inflamatorios tanto a nivel periférico como a nivel 
cerebral.  
 
Numerosas evidencias sugieren que la inflamación está implicada en la etiopatogenia 
de diversas enfermedades desmielinizantes como la esclerosis múltiple o el síndrome Guillain-
Barré. En este sentido, diversos estudios han relacionado la inflamación con las alteraciones de 
la vaina de mielina observadas en el envejecimiento (Sloane et al., 1999; Sandell y Peters, 
2002; Hinman et al., 2004). 
 
Se ha observado que en el cerebro viejo se produce un aumento de citoquinas 
proinflamatorias como la IL-1ß, IL-6 y TNF-α en el hipocampo y la corteza cerebral (Murray et 
al., 1997; Ye y Johnson, 1999; Terao et al., 2002; Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Maher 
et al., 2004; Nolan et al., 2005; Sierra et al., 2007; Tripathy et al., 2010). De acuerdo con 
hallazgos previos, en este estudio se confirma un aumento de la expresión de la IL-1ß en 
el hipocampo de las ratas viejas, sin observarse cambios en la corteza cerebral anterior. La 
expresión del TNF-α en el cerebro de las ratas viejas no se altera en las áreas cerebrales 
estudiadas. 
 
Aunque se ha demostrado que la GH estimula la secreción de citoquinas, su papel 
como hormona pro o antiinflamatoria no está establecido. Los resultados obtenidos en este 
trabajo donde se demuestra que la GH estimula la expresión de la IL-1ß en todas las áreas 
cerebrales estudiadas y la del TNF-α en la corteza cerebral anterior apoyan que la GH 
ejerce acciones fundamentalmente proinflamatorias en el cerebro de la rata vieja. Estos 
resultados están de acuerdo con estudios previos realizados in vitro e in vivo que evidencian 
que la GH estimula la secreción de citoquinas proinflamatorias como la IL-1ß,   IL-6 y TNF-α 
(Tseng et al., 1997; Bozzola et al., 1998, 2003; Uronen-Hansson et al., 2003; Pagani et al., 
2005). 
 
El efecto del tratamiento con GHRP-6 en la expresión de las citoquinas proinflamatorias 
es opuesto al observado con GH. El GHRP-6 disminuye la expresión del ARNm de la IL-1ß 
en el hipocampo de las ratas viejas sin afectar su expresión en la corteza cerebral 
anterior. El GHRP-6 no produce cambios significativos en la expresión del TNF-α, aunque se 
observa una tendencia inhibitoria. Estos resultados apoyan el papel antiinflamatorio de los GHS 
demostrado previamente en la gran mayoría de estudios tanto in vitro (Dixit et al., 2004; Taub, 
2008) como in vivo (Chang et al., 2003, 2004; Granado et al., 2005; Gonzalez-Rey, Chorny, et 
al., 2006; Wu et al., 2007; Chorny et al., 2008) con ghrelina y diversos GHS. 
 
Además, nuestros resultados confirman el potencial terapéutico de los GHS como 




Longo, 2005; Taub et al., 2010) y como factores neuroprotectores mediante la disminución de 
citoquinas proinflamatorias (Erşahin et al., 2010; Cheyuo et al., 2011). 
 
El hecho de que la acción antiinflamatoria de la ghrelina haya sido relacionada con 
efectos neuroprotectores sobre las lesiones desmielinizantes en un modelo animal de 
esclerosis múltiple (Theil et al., 2009) sugiere que la acción remielinizante de GHRP-6 en el 
cerebro de rata vieja puede estar vinculada a su efecto antiinflamatorio. 
 
Según nuestros resultados la GH ejercería acciones neuroprotectoras estimulando la 
expresión de citoquinas proinflamatorias mientras que el GHRP-6 lo haría inhibiendo dichas 
citoquinas. En este punto debemos considerar que el papel que juegan los mecanismos 
inflamatorios en la protección del cerebro es cuestionable. Mientras que algunos trabajos 
relacionan las citoquinas proinflamatorias IL-1ß (Merrill, 1991; Brogi et al., 1997) y TNF-α 
(Probert et al., 1995; Akassoglou et al., 1997) con alteraciones de la mielinización, otros 
sustentan sus acciones neuroprotectoras. De especial relevancia son los trabajos que han 
evidenciado las acciones neuroprotectoras de la IL-1ß sobre los oligodendrocitos y la sustancia 
blanca (Araujo y Cotman, 1992; Silberstein et al., 1996; Glazebrook et al., 1998; Mason et al., 
2001). El paralelismo observado en este estudio entre la acción remielinizante de la GH y la 
inducción de citoquinas proinflamatorias haría suponer que las acciones proinflamatorias de la 
GH inducen neuroprotección. 
 
En cuanto a las citoquinas antiinflamatorias, nuestros resultados sugieren que la 
expresión de la IL-10 no se modifica significativamente en el envejecimiento, al menos en 
las áreas cerebrales estudiadas. El tratamiento con GH o GHRP-6 no alteró la expresión de 
la IL-10. Los estudios previos relativos a la IL-10 no son concluyentes habiéndose observado 
tanto aumentos (González-Scarano y Baltuch, 1999) como disminuciones (Ye y Johnson, 2001; 
Maher et al., 2005; Frank et al., 2006) e incluso no cambios (Peterson et al., 1994).  
 
Existen algunos estudios en los que se afirma que CXCL12 participa en la proliferación 
neuronal, migración celular, crecimiento axonal y mielinización durante el desarrollo del SNC 
(Zou et al., 1998; Lu et al., 2002; Stumm et al., 2003; Pujol et al., 2005). Sin embargo, no 
existen datos sobre el efecto del envejecimiento en esta quimioquina ni su implicación en la 
hipomielinización que acompaña al envejecimiento. Nuestros resultados sugieren que el 
envejecimiento no afecta a la expresión del ARNm de CXCL12 en el cerebro.  
 
Estudios previos realizados in vivo han observado que la señalización mediada por 
CXCL12 y su receptor CXCR4, regula la migración, proliferación y diferenciación de 
precursores neurales en el SNC tras lesiones desmielinizantes (Carbajal et al., 2010; Patel et 
al., 2010). Sin embargo, el tratamiento con GH o GHRP-6 no produce ningún cambio en 
los niveles de CXCL12, lo que sugiere que el CXCL12 no participa en la remielinización 










2.- EXPRESIÓN DE CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS EN LA HIPÓFISIS DE RATAS 
VIEJAS: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 
 
Las citoquinas juegan un importante papel en el funcionamiento y en la regulación 
hipofisaria donde mediante mecanismos autocrinos y/o paracrinos influyen en la secreción 
hormonal. En la actualidad no existen datos sobre el efecto del envejecimiento en su expresión 
hipofisaria ni sobre su participación en las alteraciones endocrinas hipofisarias propias del 
envejecimiento. 
 
Los resultados mostrados en el presente estudio sugieren que la expresión hipofisaria 
de las citoquinas proinflamatorias IL-1ß y TNF-α no se altera con el envejecimiento. Por 
el contrario, la expresión de CXCL12 en la hipófisis aumenta con la edad, sugiriendo su 
implicación en las alteraciones funcionales y morfológicas que ocurren en la hipófisis durante el 
envejecimiento. El tratamiento con GH estimula la expresión de la IL-1ß y del TNF-α en la 
hipófisis de las ratas viejas. El GHRP-6 estimula la expresión de la IL-1ß sin afectar la del 
TNF-α. Ninguno de los dos tratamientos estimula la expresión de CXCL12. Estos resultados 
ponen de manifiesto una gran sensibilidad del patrón inflamatorio hipofisario a la GH y GHRP-6 





F.- ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DE LA MEMORIA EN EL 
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH O GHRP-6 
 
 
En la mayoría de las especies animales estudiadas se ha observado que el 
envejecimiento se acompaña de alteraciones cognitivas, incluso en ausencia de alteraciones 
patológicas como la enfermedad de Alzheimer. Un gran número de estudios han demostrado 
una marcada disminución de la capacidad de aprendizaje y de memoria durante el 
envejecimiento fisiológico (Grady y Craik, 2000; Wyss et al., 2000; Erickson y Barnes, 2003).  
 
Dado que tanto los humanos (Deijen et al., 1996; Sartorio et al., 1996; Rollero et al., 
1998) como las ratas (Noguchi, Sugisaki, Tsukada, 1982; Bouchon y Will, 1983) con DGH 
presentan importantes alteraciones cognitivas, se ha sugerido que la disminución de los niveles 
de GH e IGF-I podría ser una de las causas implicadas en las alteraciones cognitivas en el 
envejecimiento fisiológico (Rollero et al., 1998; Aleman et al., 1999) e incluso en patologías 
como el Alzheimer (Connor et al., 1997; Connor y Dragunow, 1998). 
 
El comportamiento de alternancia espontánea define la tendencia que tienen las ratas 
de alternar su elección de entrada en los brazos de un laberinto en Y en sucesivas 
oportunidades. Desde que este comportamiento fue descrito (Tolman, 1925), este fenómeno ha 
sido asociado con una gran variedad de mecanismos incluidos la curiosidad (Dember y Earl, 
1957), la adaptación a la novedad (Carlton, 1969) y la memoria espacial de trabajo o la 





Mediante la utilización del test del laberinto en Y nos propusimos valorar el 
comportamiento de alternancia espontánea para estudiar las alteraciones cognitivas de las 
ratas viejas y su posible reversibilidad tras el tratamiento con GH o GHRP-6. 
 
El presente estudio confirma que en las ratas viejas se produce una alteración del 
comportamiento de alternancia espontánea. Además, se observa una disminución en el 
número de entradas en los brazos del laberinto con la edad, indicativa de una disminución 
en la actividad exploratoria, pero que también puede reflejar alteraciones de la locomoción. Por 
lo tanto, es difícil establecer si esta variación en el comportamiento de alternancia espontánea 
es consecuencia de algún tipo de alteración cognitiva y/o otros fenómenos, como una menor 
actividad locomotora de las ratas viejas que llevaría a una menor exploración por motivos 
físicos más que por motivos cognitivos.  
 
En el segundo test, en las ratas viejas no tratadas se observa un empeoramiento de 
estos parámetros en los animales controles, con una disminución significativa en el 
comportamiento de alternancia espontánea y en el número de entradas. Sin embargo, en las 
ratas viejas tratadas con GH o GHRP-6 no se aprecia el empeoramiento de estos parámetros, 
lo que sugiere que tanto la GH como el GHRP-6 pueden mejorar estos comportamientos, 




G.- VIP Y ENVEJECIMIENTO CEREBRAL 
 
1.- ALTERACIONES DE LAS CÉLULAS VIPÉRGICAS CEREBRALES EN EL 
ENVEJECIMIENTO: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GH 
 
En el SNC se han observado variaciones en la expresión de ciertos neuropéptidos 
asociadas al envejecimiento. Entre los neuropéptidos afectados por el envejecimiento se 
encuentra VIP (Chee et al., 1988; Gozes et al., 1988; Andreose et al., 1994; Cha et al., 1997; 
Krajnak et al., 1998; Duncan et al., 2001; Kalló et al., 2004) neuropéptido ampliamente 
expresado en el SNC de mamíferos donde ejerce importantes funciones neurotróficas y 
neuroprotectoras.  
 
Los resultados expuestos en este trabajo confirman que en el envejecimiento se 
produce un marcado descenso del número de neuronas vipérgicas en el cerebro de las 
ratas viejas que se acompaña de cambios morfológicos con una disminución del número y 
longitud de las dendritas además de una desorganización de la distribución celular como se ha 
descrito anteriormente (Cha et al., 1995). 
 
El presente estudio pone de manifiesto por primera vez que la administración de GH 
i.c.v. revierte la disminución en el número de células vipérgicas así como sus 
alteraciones morfológicas observadas en el cerebro de las ratas viejas. Este efecto de GH 
sobre las neuronas vipérgicas puede deberse a una acción directa o indirecta de la GH. 
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que el IGF-I induce la 




resultados mostrados en este trabajo demuestran que la GH aumenta la expresión del gen del 
IGF-I en la corteza cerebral anterior, los cambios observados en las neuronas vipérgicas tras la 
administración de GH podrían estar mediados por el aumento de la expresión del IGF-I. 
 
 
2.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE VIP SOBRE EL PROCESO DE 
MIELINOGÉNESIS 
 
2.1.- ESTUDIO DE LA ACCIÓN DE VIP SOBRE EL PROCESO DE 
OLIGODENDROGÉNESIS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO 
 
2.1.1.- Efecto de VIP sobre el número de precursores de OD y de OD maduros 
 
VIP es un importante factor regulador del crecimiento embrionario (Gressens et al., 
1993, 1994, 1998; Hill et al., 1994, 1996, 1999; Glazner et al., 1999; Spong et al., 1999; 
Servoss et al., 2001). En cultivos de embriones enteros de ratón del día E9.5 el tratamiento con 
VIP produce un crecimiento dosis-dependiente (Gressens et al., 1993; Glazner et al., 1999; Hill 
et al., 1999) junto con un aumento de la división celular (Gressens et al., 1998). El tratamiento 
con VIP aumenta el número de cuerpos celulares y el contenido de ADN y proteína (Gressens 
et al., 1993; Glazner et al., 1999; Hill et al., 1999), manteniendo constantes las proporciones 
morfológicas de los embriones. El bloqueo de la acción de VIP mediante el tratamiento de 
ratones preñados con un agonista de VIP (Gozes et al., 1989, 1991) entre los días E9-E11 
resulta en una inhibición significativa del crecimiento embrionario (Gressens et al., 1994), al 
igual que ocurre al tratar los cultivos de embriones enteros del día E9.5 con un anticuerpo anti 
VIP (Glazner et al., 1999), demostrando que VIP es necesario para mantener la tasa de 
crecimiento normal. A pesar de todas las evidencias sobre las acciones tróficas de VIP en el 
desarrollo embrionario, son escasos los estudios sobre el papel de VIP en la mielinización del 
cerebro en desarrollo.  
 
En nuestro modelo experimental de cultivo primario mixto, el análisis inmunocitoquímico 
muestra que VIP es capaz de aumentar el número de OD. Este efecto fue evidente en OD 
inmaduros (O4+) y en OD maduros (MBP+) siendo más marcado en los OD maduros. Como 
sucede con otras acciones de VIP el efecto fue más evidente con las dosis más bajas 
ensayadas (Lorenzo et al., 1989). 
Estos resultados son la primera evidencia de que VIP estimula la proliferación de 
los precursores de OD y promueve su diferenciación a OD maduros y que, por tanto, VIP 
actúa como un factor mediador de la transición de OD O4 (+) a OD maduros. Además sugieren 
la implicación de VIP en el proceso de mielinización y consecuentemente en la maduración 







2.1.2.- Efecto de los inhibidores LY, PD y H89 en la inducción de MBP y/o O4 por 
VIP 
 
Demostrada la capacidad de VIP de activar las vías de señalización de PKA, MAPK y 
PI3K en células cerebrocorticales (datos no mostrados) estudiamos, mediante la estrategia del 
bloqueo con inhibidores específicos, la participación de estas vías en el proceso de 
oligodendrogénesis y en el efecto de VIP sobre el mismo. 
 
Nuestros resultados indican que las vía PI3K, MAPK y PKA, participan en la 
oligodendrogénesis inducida por VIP. El bloqueo de cada una de ellas conduce a una 
disminución en el número de OD maduros que se desarrollan en respuesta a VIP y en 
consecuencia a una disminución en la expresión de MBP inducida por VIP cuando se analiza 
por inmunocitoquímica. Además, la vía de la PKA participa en la proliferación de OD inmaduros 
inducida por VIP, como sugiere el hecho de su bloqueo conduce a una disminución en la 
expresión de O4 inducida por VIP. 
 
Al igual que en experimentos previos observamos una disminución de la expresión 
basal de MBP en los cultivos tratados solo con los inhibidores LY294002, PD098059 y H89, 
sugiriendo, como hemos comentado anteriormente, la participación de las vías PI3K, de MAPK 
y PKA en la diferenciación de los OD. 
 
2.1.3.- Efecto de VIP sobre la activación de CREB 
 
Estudios previos realizados en diversos tipos celulares (Hokari et al., 2005; Persson et 
al., 2005; Guan et al., 2009), incluidas células hipofisarias en cultivo en nuestro laboratorio 
(Fernández et al., 2005), han demostrado que VIP es un factor estimulador de la fosforilación 
de CREB. Nuestros resultados confirman en un cultivo de células cerebrocorticales que 
VIP induce la activación de CREB. 
 
Estudios previos han evidenciado que las vías de señalización PKA (Fernández et al., 
2005; Persson et al., 2005; Guan et al., 2009) y MAPK (Fernández et al., 2005; Guan et al., 
2009) están implicadas en la activación de CREB por VIP. En este trabajo hemos demostrado 
que ambas vías de señalización participan en las acciones de VIP en el proceso de 
oligodendrogénesis por lo que es posible que estás vías estén involucradas en la fosforilación 




2.2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE VIP SOBRE LA REMIELINIZACIÓN DEL 
CEREBRO EN EL ENVEJECIMIENTO 
 
 
2.2.1.- Efecto del tratamiento con VIP subcutáneo sobre la remielinización del 
cerebro de ratas viejas 
 
Durante la última década varios estudios han sugerido que VIP pueda estar implicado 
en la etiopatogenia de enfermedades que cursan con alteraciones de la mielina como la 




autoinmune en ratones (Gonzalez-Rey, Fernandez-Martin, et al., 2006). Estos antecedentes 
junto con el estímulo por VIP del proceso de oligodendrogénesis in vitro que habíamos 
observado nos llevó a estudiar el efecto del tratamiento con VIP in vivo sobre la 
hipomielinización del cerebro de ratas viejas. 
 
Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que VIP estimula la 
remielinización del cerebro de la rata vieja. Este efecto se evidencia en la corteza cerebral 
anterior pero no en el hipocampo sugiriendo una acción área-específica. Estos hallazgos 
confirman las acciones neuroprotectoras de VIP sobre la sustancia blanca que han sido 
descritas previamente en modelos de seccionamiento del nervio ciático (Rayan et al., 1991, 
1995; Zhang et al., 2002), en modelos de leucomalacia periventricular en ratón (Gressens et 
al., 1997, 1998, 1999) y en un modelo de lesión excitotóxica neonatal (Husson et al., 2005). 
Como hemos demostrado, la GH induce la expresión de VIP en el cerebro de las ratas viejas, 
lo que sugiere que VIP actúe como uno de los mediadores de GH en su acción remielinizante. 
 
2.2.2.- Papel de BDNF en la remielinización inducida por VIP en el cerebro de 
ratas viejas 
 
Una vez demostrada la capacidad de VIP de estimular la remielinización in vivo en el 
cerebro de las ratas viejas, nos planteamos dilucidar los mecanismos implicados en las 
acciones de VIP sobre la mielina. 
 
Además de sus acciones directas, se ha demostrado que VIP ejerce acciones indirectas 
mediadas por la liberación por las células gliales de factores como el ADNF y el ADNP (Gozes 
et al., 2003), la IL-1α (Brenneman et al., 2003) y la proteasa nexina 1 (Festoff et al., 1996) o 
potenciando la acción de neurotransmisores (Magistretti, 1986). Uno de los factores a 
considerar como mediador de las acciones de VIP es el BDNF cuya expresión es inducida por 
VIP (Pellegri et al., 1998). Este hecho junto con las conocidas acciones de BDNF en la 
mielinización, nos llevó a plantear si BDNF podría ser un mediador de las acciones 
remielinizantes de VIP. Los resultados evidencian que el bloqueo de ambos receptores de 
BDNF resulta en una disminución de la expresión de MBP en respuesta al tratamiento 
con VIP. Nuestros datos demuestran la implicación de BDNF en la acción remielinizante del 
VIP en la corteza cerebral anterior de las ratas viejas confirmando estudios previos que 
demuestran que BDNF media las acciones neuroprotectoras de VIP sobre la sustancia blanca 
(Husson et al., 2005). Al analizar si el efecto de VIP sobre la remielinización podría deberse a 
un incremento de BDNF tras la administración de VIP, observamos que VIP no modificaba la 
disminuida expresión de BDNF en corteza cerebral anterior ni en el hipocampo. Estas 
evidencias sugieren que BDNF facilita, por mecanismos aún no conocidos, la acción 
remielinizante de VIP. 
 
El hecho de que el efecto inhibidor de las acciones de VIP se pone de manifiesto al 
bloquear tanto el receptor TrkB como el P75NTR, indica la participación de ambos receptores en 
el efecto mielinizante de BDNF, como se había observado en estudios previos (Taniuchi et al., 






2.2.3.- Papel del IGF-I en la remielinización inducida por VIP en el cerebro de ratas 
viejas 
 
Estudios previos han demostrado que el IGF-I es un mediador de las acciones de VIP 
en el crecimiento embrionario y que VIP funciona como un regulador de la expresión génica del 
IGF-I en el embrión (Servoss et al., 2001). Dada la importancia del IGF-I en la mielinogénesis 
demostrada en estudios previos (Yao et al., 1995; Mason et al., 2000) y en este estudio, 
investigamos si el IGF-I tenía algún papel en la acción remielinizante de VIP en el cerebro de la 
rata vieja. 
 
El bloqueo del R-IGF-I nos permitió demostrar que el IGF-I participa en la 
remielinización inducida por VIP en el cerebro de las ratas viejas, ya que al bloquear el    
R-IGF-I se abole la inducción de MBP en respuesta al VIP.  
 
La implicación del IGF-I en la acción remielinización de VIP nos llevó a estudiar el efecto 
de VIP sobre la expresión del IGF-I y del R-IGF-I en el cerebro de la rata vieja. Los resultados 
obtenidos indican que VIP no afecta a los niveles de expresión del ARNm del IGF-I ni del        
R-IGF-I. El hecho de que el bloqueo del R-IGF-I disminuya el efecto de VIP sobre la 
remielinización del cerebro de rata vieja sin que se produzca una estimulación de la expresión 
de los genes del IGF-I y del R-IGF-I tras el tratamiento con VIP sugiere una posible interacción 
entre las vías de señalización del IGF-I y VIP como observamos en estudios previos en 




3.- ESTUDIO DE LA ACTIVACIÓN DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN CREB EN 
EL CEREBRO DE RATAS VIEJAS: EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE VIP 
 
En este estudio realizado en ratas de 24 meses de edad, a diferencia de lo que ocurre 
en ratas de 29 meses, no se observa una disminución significativa de la activación de 
CREB en las áreas cerebrales analizadas, sugiriendo que el efecto del envejecimiento en la 
fosforilación de CREB ocurre fundamentalmente en ratas de edad muy avanzada. 
 
Tras la administración de VIP se observa un aumento de la fosforilación de CREB. Sin 
embargo, la alta variabilidad muestral de nuestro estudio no nos permite establecer una 




4.- EXPRESIÓN DE CITOQUINAS INFLAMATORIAS EN EL CEREBRO DE RATAS 
VIEJAS: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON VIP 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos en las ratas de 29 meses, en esta parte del 
estudio se confirma que en el cerebro de la rata vieja existe una alteración en los perfiles 
de expresión de las citoquinas caracterizada fundamentalmente por un aumento de la 
expresión de la IL-1ß en la corteza cerebral anterior y de la IL-6 y de TGF-β en todas las 




altera. Estos resultados confirman estudios previos que sugieren que en el envejecimiento 
fisiológico el cerebro presenta un cierto nivel de inflamación crónica, caracterizado por un 
aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias fundamentalmente en el hipocampo pero 
también en regiones corticales (Murray et al., 1997; Ye y Johnson, 1999; Terao et al., 2002; 
Katafuchi et al., 2003; Xie et al., 2003; Maher et al., 2004; Nolan et al., 2005; Sierra et al., 2007; 
Tripathy et al., 2010). 
 
A pesar de la amplia literatura existente sobre las acciones antiinflamatorias de VIP, 
nuestros resultados ponen en evidencia acciones de VIP en el cerebro de las ratas viejas 
fundamentalmente proinflamatorias, como demuestra el hecho de que VIP estimula en el 
cerebro de las ratas viejas los niveles del ARNm de la IL-6, del TNF-α y de la IL-1β (esta 
última sin llegar a ser significativa), sin afectar a los niveles de la citoquina antiinflamatoria 
TGF-β.  
 
El hecho de que la acción remielinizante de VIP sobre el cerebro de rata vieja vaya 
acompañada fundamentalmente de un efecto estimulador de las citoquinas proinflamatorias IL-
1β, IL-6 y TNF-α abre de nuevo la problemática sobre el papel beneficioso de la 
neuroinflamación en el SNC (Schwartz et al., 1999; Yong, 2004). Además, estos resultados 
avalan, como se ha sugerido, que el concepto de citoquinas proinflamatorias es muy 
cuestionable dada la alta versatilidad de las citoquinas, las cuales pueden ejercer acciones 
proinflamatorias o antiinflamatorias dependiendo del estímulo y de los cambios en el 
microambiente celular que induce su secreción.  
 
En esta línea, está la IL-6, una citoquina pleitrópica, que inicialmente fue considerada 
como una citoquina proinflamatoria debido a que a menudo es secretada junto con la IL-1α y el 
TNF-α (Dinarello et al., 1986). Se ha sugerido que la IL-6 tiene importantes propiedades 
neurotróficas, dado que promueve el crecimiento y diferenciación de una gran variedad de 
células, incluidas células madre hematopoyéticas y neurales (Frei et al., 1989; Hirano et al., 
1990; Selmaj et al., 1990; Spangelo et al., 1990) y que puede jugar un papel neuroprotector en 
el cerebro (Yamada y Hatanaka, 1994; Matsuda et al., 1996; Loddick et al., 1998). Además, se 
considera que la IL-6 podría actuar como un sensor del daño celular y controlar la liberación de 
citoquinas más tóxicas y promover el comienzo de los procesos reparadores (Maimone et al., 
1993). 
 
En cuanto al TNF-α también se han descrito acciones tanto neurotóxicas como 
neuroprotectoras en el cerebro. La secreción de TNF-α puede iniciar diversos efectos a través 
de la activación de receptores de membrana. El receptor de TNF-α p55 contiene un dominio 
inactivo y normalmente su activación produce la muerte celular por apoptosis. Sin embargo, en 
ciertas circunstancias, la activación de este receptor también puede conducir a la activación de 
NFκβ y contribuir a la supervivencia celular. Estas acciones contradictorias se han asociado con 
la localización del receptor. Así la internalización del receptor conlleva la muerte celular, 
mientras que la localización del receptor en la membrana conduce a la supervivencia celular. 
Un segundo receptor de TNF-α, el receptor P75NTR, está normalmente asociado con el 
crecimiento y supervivencia celular, sin embargo, éste puede cooperar con el receptor p55 y 
contribuir a la muerte celular. Por lo tanto, aunque una activación del  TNF-α en el cerebro es a 
menudo considerado como un indicador de la activación de la microglia y de neuroinflamación, 





Dado que tanto el BDNF como el IGF-I participan en la acción remielinizante de VIP en 
la corteza cerebral anterior de las ratas viejas, estudiamos la participación de estos factores en 
la estimulación de las citoquinas por VIP. Para ello bloqueamos mediante inhibidores 
específicos los receptores del BDNF e IGF-I, lo que abolió el efecto de VIP sobre la expresión 



















































































































































1.- Las alteraciones hipofisarias y periféricas descritas confirman el declinar del eje GH-IGF-I en 
las ratas viejas utilizadas en este estudio y avalan que constituyen un modelo apropiado para el 
estudio de los efectos del tratamiento con GH y GHRP-6 en las alteraciones cerebrales que 
acompañan al envejecimiento. 
 
2.- Los niveles de expresión de los ARNms del R-GH, IGF-I y R-IGF-I no se modifican ni en la 
corteza cerebral anterior ni en el hipocampo de las ratas viejas. El tratamiento con GH induce la 
expresión del ARNm de IGF-I y del R-IGF-I en la corteza cerebral anterior pero no en el 
hipocampo de las ratas viejas. 
 
3.- Se evidencia por primera vez la disminución de la expresión del ARNm del R-GHS-1b en el 
hipocampo de la rata vieja, sugiriendo un papel de ghrelina en las funciones cognitivas 
mediadas por el hipocampo. 
 
4.- La GH estimula la diferenciación de los oligodendrocitos en células cerebrocorticales 
embrionarias, lo que sugiere la participación de la GH en el proceso de mielinización durante el 
desarrollo embrionario. La GH induce la fosforilación de CREB y activa las vías de señalización 
MAPK y PI3K, las cuales median la inducción de la oligodendrogénesis por GH. 
 
5.- Se confirma la existencia de una disminución en el contenido de mielina cerebral asociada 
al envejecimiento en la rata y se demuestra por primera vez que la administración de GH i.c.v. 
es capaz de revertir la hipomielinización observada en el cerebro de ratas viejas, efecto que 
está mediado por IGF-I. 
 
6.- Se observa una disminución de la activación de CREB en cerebro que no se modifica por la 
administración de GH. 
 
7.- Se demuestra por primera vez que GHRP-6 es capaz de promover la oligodendrogénesis en 
células cerebrocorticales embrionarias, lo que sugiere que la ghrelina pueda jugar un papel 
relevante en el proceso de mielinización durante el desarrollo embrionario. 
 
8.- Se demuestra por primera vez que GHRP-6 promueve la remielinización en el cerebro de 
ratas viejas. Este efecto está mediado por IGF-I. 
 
9.- El envejecimiento induce cambios en la expresión del ARNm de BDNF que son específicos 
de tejido, aumentando en la hipófisis y disminuyendo en las áreas cerebrales estudiadas. El 
tratamiento con GH, pero no con GHRP-6, revierte los cambios en la expresión del ARNm de 
BDNF en la corteza cerebral anterior e hipófisis, lo que sugiere que la expresión de BDNF en el 
envejecimiento está regulada por GH. 
 
10.- El patrón de expresión de citoquinas en el cerebro es compatible con alteraciones 
inflamatorias relacionadas con el envejecimiento cerebral. Se sugiere un efecto estimulador de 
la GH y atenuador del GHRP-6 de los cambios inflamatorios cerebrales asociados con la edad. 
 
11.- Se demuestra una alteración en el comportamiento de alternancia espontánea en ratas 




12.- Se confirma que en el envejecimiento se produce una disminución del número de 
neuronas vipérgicas además de una alteración de su morfología. La administración de GH i.c.v. 
revierte estos cambios, demostrándose por primera vez que en el envejecimiento el VIP 
cerebral está regulado por GH.  
 
13.- VIP promueve la diferenciación de los oligodendrocitos confirmándose su implicación en el 
proceso de mielinización durante el desarrollo embrionario. Las vías de señalización PI3K, 
MAPK y PKA están implicadas en la activación del proceso de oligodendrogénesis inducido por 
VIP. Se demuestra que VIP induce la activación de CREB lo que sugiere que CREB participa 
en el proceso de oligodendrogénesis inducido por VIP. 
 
14.- Se demuestra por primera vez que VIP estimula la remielinización en el cerebro de la rata 
vieja. Este efecto está mediado por BDNF e IGF-I. 
 
15.- El estudio del efecto de VIP sobre la expresión de las citoquinas sugiere una acción 
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